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Uber die Struktur des Seidenfibroins. 
I. Mitteilung. 
Struktur von aus Seide dargestelltem Pepton. 


Von 
Emil Abderhalden und Erwin Schnitzler. 
(Ausgefiihrt mit Mitteln der Kaiser-Wilhelm-Gesellschaft zur Foérderung 
der Wissenschaften.) 


Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle. 


(Der Redaktion zugegangen am 20. Dezember 1920. 


Ks liegt bereits eine ganze Reihe von Beobachtungen vor, 
die es wahrscheinlich machen, daB insbesondere Proteine, die 
der Reihe der Proteinoide (GeriisteiweiBstoffe) angehéren, 
nicht eine einfache Polypeptidstruktur aufweisen, vielmehr 
diirften Ringsysteme einen erheblichen Anteil an ihrem Aufbau 
haben. Hs hat seinerzeit R.O. Herzog!) auf Grund eines 
Vergleiches des Verhaltens von Seidentibroin gegeniiber Réntgen- 
strahlen mit demjenigen von Glycyl-d-alaninanhydrid, das der 
eine von uns (A.) aus Seidenfibroin durch Abbau gewonnen und 
dem genannten Forscher zur Verfiigung gestellt hatte, den 
Gedanken ausgesprochen, dafi in der Seide dieses Dioxo- 
plperazin vorgebildet sein kiénnte. Ferner hat er die Anschauung 
vertreten, daB das Seidenfibroin nicht einheitlich sei, vielmehr 
neben dem Produkte, das jenes Anhydrid als Baustein aufweist, 
noch Substanzen anderer Zusammensetzung beigemengt sein 





» &. O.Herzog u. M.Kobel, Diese Zs. Bd. 134, S. 296 (An- 
merkung §. 299) (1923). — Vgl. auch zu dem ganzen Problem: Emil 
Abderhalden, Diese Zs. Bd. 142, S. 306 (1925). 

Hoppe-Seyler’s Zoitschrift f, physiol. Chemie, CLX1V. 11 
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kénnten. Der eine von uns (A.) hat auf Grund zahlreiche 
Untersuchungen, die alle in dieser Zeitschrift erschienen sing. 
zum Teil gemeinsam mit Stix, Komm, Schwab, das Vo, 
handensein von Dioxo-piperazinen, baw. von tautomeren Forme 
davon im Seidenfibroin sehr wahrscheinlich gemacht. Der Grund. 
weshalb es so schwer hilt, allgemein ‘tiberzeugende Beweise fiiy 
das Vorkommen von Anhydriden der genannten Art in Proteiney 
zu erbringen, liegt darin, dab die betreffenden Ringsystem 
auBerordentlich leicht sekundir gebildet werden. Obwohl be- 
obachtungen der folgenden Art ziemlich eindeutig sind: starker 
Ausfall der bekannten Anhydridreaktionen und Verschwinden 
derselben nach Einwirkung von Agenzien, die bekanntermafen 
Dioxo-piperazine aufspalten’), mu8B dennoch gefordert werden, 
daB das Vorkommen von Anhydriden in Proteinen noch au 
anderen Wegen tiber jeden Zweifel erhaben sichergestellt wird. 





Wir haben die von uns gemachte Beobachtung iiber da: 
Drehungsvermégen der Kupfersalze von Aminosiiuren und yon 
Polypeptiden*) und ferner die Feststellung von Kober”), wonachi 
die letzteren beim Kochen mit Alkali im Gegensatz zu de 
ersteren nicht zersetzt werden, als Ausgangspunkt genommen, 
um dem Abbau von Proteinen und von aus diesen hergestellten 
Peptonen zu folgen. Es besteht die Absicht, mit der gleichen 
Versuchsanordnung, die unten mitgeteilt ist, eine gréfbere An- 
zahl verschiedenartiger Proteine zu untersuchen. EKs_ bleibt 
unser Bestreben, modglichst von genuinen Eiweifkérpern aus- 
zugehen. Leider setzen die Proteinoide vielfach durch ihre 
ganzen Kigenschaften und insbesondere durch ihre Unldslich- 
keit — einen Sonderfall stellt die Gelatine dar — Abbau- 
studien groBe Schwierigkeiten entgegen. Der erste Angriff mu®. 
um eine Lisung zu erhalten, zumeist ein derartig eingreifend 
sein, daB mit der Méglichkeit von Umwandlungen zu rechne: 
ist. Hs stehen zwar Lésungsmittel, wie Lithiumbromid, (x!- 


') Vgl. hierzu Emil Abderhalden und Hans Quast, Diese 7: 
Bd. 151, S. 145 (1926). 

*) Emil Abderhalden und Erwin Sechnitzler, Diese Zs. 
Erscheinen. 

*) P. A Kober, Jl. of Biol. Chem. Bd. 10, S. 3 (1910/11). 
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jumrhodanid!), Calciumsulfit zur Verfiigung. Wir haben sie 
auch verwendet und festgestellt, da®f z. B. Seidentfibroin, aber 
auch Keratinarten, sich durch jene in mehrere, sich ganz ver- 
schieden verhaltende Bestandteile zerlegen lassen. Wir werden 
diese zum Ausgangspunkt weiterer Studien machen, dabei aber 
im Auge behalten, daB méglicherweise die erwihnten Lésungs- 
mittel einen mehr oder weniger tiefgreifenden HKinfluB auf die 
Struktur der in Lésung gegangenen Produkte haben kénnen. 

Ks sei zuniichst tiber Versnche an Seidenpepton be- 
richtet, das durch Kinwirkung von 70°/,iger Schwefelsiure auf 
Seidentibroin erhalten worden ist. Die Schwefelsiure wirkte 
hei Zimmertemperatur 50 Stunden auf das Seidenfibroin ein. 
Ks wurde dann mit allen VorsichtsmaBnahmen zur Vermeidung 
yon Erwirmung die Schwefelsiure sehr rasch mit Bariumhydrat 
volistiindig entfernt und das weder Barium noch Schwefelsiure 
aufweisende Filtrat des Bariumsulfatniederschlages bei 40° 
Wasserbadtemperatur unter vermindertem Druck zur Trockne 
verdampft. Der gelblich gefarbte Riickstand lieB sich in ein 
feines Pulver verwandeln. Es zeigte Biuret-, Millon-, Nin- 
hydrin- und Anhydridreaktion. In diesem Zusammenhang sei 
erwihnt, daB bei der Kinwirkung von Lithiumbromidlésung 
auf Seidentibroin eine Lésung erhalten wird, die sich durch 
Dialyse in einen Anteil trennen laBt, der dialysiert, wihrend 
der gréBte Teil sich als nicht dialysabel erweist. Der Teil, 
der die Dialysierhiilse durchsetzt, ergibt Ninhydrinreaktion, 
wihrend bei dem nicht dialysierbaren Produkt diese Reaktion 
negatiy ausfillt. Dafiir gibt es ausgesprochene Anhydrid- 
reaktionen. Diese nehmen in dem Mafe ab, in dem das 
erwihnte Produkt z.B. durch Alkali aufgespalten wird. Zu- 
gleich bemerkt man eine Zunahme des Aminostickstoffs. Es 
ist wohl kaum anzunehmen, dafb in den das Seidenfibroin zu- 
sammensetzenden Komponenten im Augenblick der Auflésung 
in Lithiumbromidlésung Anhydridringe entstehen. Es spricht 
vielmehr alles dafiir, dal} diese vorgebildet sind. Es wire 
‘erner auch sehr gezwungen, anzunebmen, daB die im Seiden- 


') Vel. Weimarn, Kolloid-Zs. Bd. 40, S. 120 (1926). 
11* 
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pepton festgestellten Anhydridringe sekundiir bei der Kin. 
wirkung der Schwefelsiiure entstanden seien. 

Unser Plan war der folgende: es sollte ein und dasselle 
Pepton einmal der Einwirkung von Normalalkali unter ver. 
schiedenen Bedingungen (‘T'emperatur) unterworfen werden. [ie 
vor sich gehenden Verinderungen wurden nach erfolgter Kupfer- 
salzbildung mit der optischen Methode verfolgt. Es lieb sich 
so das Auftreten von Poiypeptiden und ebenso die Bildung 
von Aminosiuren genau feststellen. Weiterhin wurde der Abba: 
mittels Fermente durchgefiihrt. Im iibrigen war die Methode 
der Verfolgung der Hydrolyse die gleiche, wie zuvor. Endlich 
wurden Modellversuche durchgefiihrt, indem die in der Seide 
anzutreftenden beiden Dioxo-piperazine, namlich Glycyl-d-alanin- 
anhydrid und Glycyl-l-tyrosinanhydrid mit den entsprechende: 
Dipeptiden zusammen unter den gleichen Bedingungen de 
Kinwirkung von Normalalkali bzw. von Fermenten unterworfer 
wurden, wie das Pepton. 

Wir haben die erhaltenen Ergebnisse in Tabellen und 
Kurven zusammengestellt. Die Deutung der gewonnenen Befunde 


ergibt sich ohne weiteres aus den im experimentellen ‘lei! 


enthaltenen Darlegungen. Erwiahnt sei nur noch, daB insofer 


Komplikationen gegeben sind, als aus den Dioxopiperazine: 


bei der Aufspaltung zwei verschiedene Dipeptide in wechselnde: 


Menge hervorgehen, die ein verschiedenes Drehungsvermégen 
aufweisen. Vielleicht hingt der in Fig. 1 beim Modellversuch 


in Erscheinung tretende zweimalige Abfall der Kurven (1 u. ° 


damit zusammen. Moglicherweise legen jedoch auch andere 
Ursachen dafiir vor. Jedenfails sind die erwihnten beiden Er. 
scheinungen bei der Verfolgung des Peptonabbaus nicht  be- 
obachtet worden. Das gleiche gilt von der Aufspaltung des 
(tlycyl-l-tyrosinanhydrids durch n-Alkali mit und ohne voraus- 
gehende Fermenteinwirkung. Der Verlauf der Kurven sowohl! 
des Modellversuches als der mit Seidenpepton angestellten Ver- 
suche weist noch manche Besonderheiten auf, wie z.B. das 
plétzliche Umschlagen der Drehrichtung (vgl. Fig. 2), iiber die 
wir zur Zeit wohl Vermutungen, jedoch keine bestimmten Be- 


weise ihrer Entstehungsart besitzen. 
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Untersuchung des optischen Verhaltens von Seidenpepton und 

seiner durch Kochen mit tberschissigem Kupferoxyd dar- 

gestellten Kupferverbindungen im polarisierten Licht der Queck- 
silber-Quarzlampe. 


Zur Kupfersalzbildung wurde das Pepton in seiner wiBrigen 
Lisung mit iiberschiissigem, frisch gefilltem, neutralem Kupfer- 
oxyd auf dem Wasserbad 1 Stunde lang erwairmt. Mehrere 
so hergestellte Kupfersalzlésungen erwiesen sich in ihrem 
Kupfergehalt und im optischen Verhalten als untereinander 
iibereinstimmend. Es war daraus zu schlieBen, daB bei Bei- 
behaltung dieser Arbeitsweise gleiche Kupferverbindungen 
erhalten werden konnten. Nach I1stiindigem Erhitzen der 
wiBrigen Peptonlésung wurde iiber einem Kohlenfilter ab- 
cenutscht und mit heiBem Wasser nachgewaschen. Bei dem 
Erhitzen auf dem Wasserbade war das verdampfte Wasser in 
kiirzeren Zeitabstinden immer wieder ersetzt worden, so dab 
die Konzentration der Peptonlésung im allgemeinen erhalten 
blieb. 

Kine 5°/,ige wiBrige Seidenpeptonlésung wird im polari- 
sierten Lichte der (juecksilber-Quarzlampe in der Art unter- 
sucht, daB der Nullpunkt des Polarimeters durch Vorschalten 
eines graugriin gefirbten Lichtfilters, das ein annihernd voll- 
kommen orthochromatisches Licht liefert, festgelegt wird. 
Dieses Lichtfilter absorbiert das blaue und ultraviolette Licht 
und bleibt zur Bestimmung des Drehwinkels der Peptonlésungen 
vorgeschaltet. Zur Untersuchung der blaugefarbten Kupfersalz- 
lésungen wird dieser Nullpunkt konstant beibehalten und ohne 
Vorschalten eines Lichtfilters das optische Verhalten untersucht. 
In Wirklichkeit liegt der Nullpunkt fiir blaues Licht héher. 
Da die Peptonkupfersalzlésungen, die untersucht wurden, alle 
rechts drehen, ist also der Wert des wirklichen Drehwinkels 
gegeniiber den hier aufgefiihrten Werten etwas kleiner. Fiir 
die Bestimmung des wirklichen Drehwinkels mufte jeweils fir 
die Kupfersalzlésungen zur Bestimmung des Nullpunktes ein 
aut gleiche Farbe und gleiches optisches Verhalten abgestimmtes 
inaktives blaues Lichtfilter verwendet werden. Von der dauernden 
Vorschaltung eines Lichtfilters wurde Abstand genommen, weil 
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man dann, um einigermaBen gute Lichtdurchlissigkeit 
erzielen, die Kupfersalzlésungen sehr stark verdiinnen mubie 
wodurch die GréBe des zu beobachtenden Drehwinkels star) 
herabgemindert wurde, worunter zugleich die Genauigkeit de: 
Bestimmung litt. Ohne vorgeschaltetes Lichtfilter ist es 
und fiir sich schon notwendig, die Peptonkupfersalzlésungen 
bis auf 0,4°/, — bezogen auf die angewandte Peptonmenge 
— und noch weitergehend zu verdiinnen, um geniigende Liclit- 
durchlissigkeit zu erhalten. 

Bei den nachfolgenden Versuchsreihen handelt es sich be 
den einzelnen ‘Teiluntersuchungen immer um dieselben {on- 
zentrationen an Pepton; deshalb schien es am zweckmiibigsten, 
den fiir die Peptonlésungen festgelegten Nullpunkt auch fii 
die Kupfersalze als Bezugspunkt festzuhalten. 


1. Untersuchung einer 5°%/,igen Seidenpeptonliésui 
und ihrer Kupferverbindung im polarisierten Licht: 
der Quecksilber-Quarzlampe. 

a) Drehungsvermégen des angewandten Seiden- 
peptons: a) 5gSeidenpepton wurden in destilliertem Wasser 7) 
einer 5°/ igen Lésung gelést, und diese Liésung in 10 c 
langer Schicht bei 20° bei Vorschaltung eines graugriinen Licli'- 
filters untersucht. 


Abgelesener Drehwinkel . . . — 0,86°, 
Nullpunkt des Polarimeters + 0,10°, 
daraus erhilt man fiir « den Wert — 0,96° 
und fiir die spezifische Drehung . [a|-\’: — 19,2°% 





b) Kine 3°/,ige Seidenpeptonlésung liefert folgende Werte 


Abgelesener Drehwinkel . . . . — 0,48 °, 
a a : + 0,10°, 
EOE. ok ce ot % A aha oes — 0,58° 
und fiir die spezifische Drehung . [a@}?’: — 19,3°. 


c) Kine 1,5°/,ige Seidenpeptonlésung liefert folgende Werte 


Abgelesener Drehwinkel . . . . — 0,18°, — 0,19°, 
| a ee ee ee +- 0,10°, 
daraus «@. . — 0,285° 


und fiir die spezifische Drehung . [@]?0°: — 19,0°. 
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b) Drehungsvermégen der Kupfersalze der im 
Seidenpepton enthaltenen Verbindungen: 

20 ccm der 5°/, igen Peptonlésung werden auf dem Wasser- 
hade 1 Stunde mit iiberschiissigem Kupferoxyd erhitzt. Es 
wird dann abfiltriert und auf 0,25°/, — bezogen auf die 
Q angewandte Peptonmenge — verdiinnt. Die dunkelblaugriine 
re Kupfersalzlésung muBte stark verdiinnt werden, um fiir die 
Untersuchung des Drehvermégens geniigende Lichtdurchlissig- 
keit zu erhalten. 

Der bei dieser Konzentration abgelesene Drehwinkel betrug 
+. 0,32°. Es zeigte sich also, daB bei dem Seidenpepton nach 
der Kupfersalzdarstellung das Drehvermégen erhdht ist und 
zwar im umgekehrten Drehsinn gegeniiber demjenigen des 
frelen Peptons. 

Bei den folgenden Versuchsreihen war der Gedanke leitend, 
im Pepton auf Grund der Drehung der |xupfersalze vorhandene 
Anhydridringsysteme neben offenen Ketten nachzuweisen. Die 
ofienen Ketten mit ihren freien —COOH-Gruppen sind zur 
Kupfersalzbildung befahigt, wihrend Anhydridringsysteme keine 
Kuptersalze bilden. Werden nun aber die Anhydridringe 
durch Alkali aufgespalten, so werden dadurch neue —COOH- 
(sruppen frei. Diese kénnen Kupfersalzbindungen eingehen, 
was sich in dem Drehvermégen der Peptonkupfersalzverbin- 
dungen deutlich bemerkbar machen mu8. Die nachstehend 
aufgetiihrten Versuche zeigen diese 'l'atsache deutlich. 


2, Kinwirkung von n/n-Natronlauge 
auf Seidenpepton. 

(10°/,ige Peptonlésung in n/n-Natronlauge.| 
5.2872 g Seidenpepton werden in normaler Natronlauge 
zu einer 10°/,igen Loésung gelést und von dieser Liésung sofort 
UV ccm abpipettiert. Diese werden mit 20 ccm normaler 
Salzsiure versetzt. Diese Lésung dient als Kontrollversuch. 
Aus der 10°/,igen Versuchslésung werden weiterhin sofort 
nach dem Auflésen in Normalnatronlauge 2 ccm entnommen, 
uit 2 cem n/n-Salzsiiure versetzt und mit Wasser auf 20 ccm 


zu einer an Pepton 1°/,igen Lisung verdiinnt. Diese Lisung 
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wird im polarisierten Lichte der Quecksilberquarzlampe 4; 
ihr Drehvermégen untersucht. 


10 ccm dieser Liésung werden nun auf dem Wasserhade 
1 Stunde lang mit iiberschiissigem, gefalltem, neutraley; 
Kupferoxyd erhitzt und iiber einem Kohlenfilter abgenutscht: 
dann wird mit heiBem, destilliertem Wasser nachgewaschen und 
die dunkelblaugriine Lésung auf 25 ccm verdiinnt. Diese 
Lésung ist, auf Pepton bezogen, 0,4°/,ig. Die nach bestimmter 
Zeitintervallen aus den urspriinglichen alkalischen Pepton- 
lésungen entnommenen Proben werden alle in der gleichen 
Weise behandelt. 


Der Kontrollversuch wird wihrend der ganzen Versuchs- 
dauer gleich dem Hauptversuch behandelt. Jeweils mit de 
Probeentnahme aus dem Hauptversuch werden aus der Liésung 
des Kontrollversuches ebenfalls 2 ccm entnommen und mit 
destilliertem Wasser auf 10 ccm zu einer an Pepton 1°), igen 
Lésung verdiinnt. Diese Lésung wird dann auf ihr optisches 
Drehvermégen untersucht. Nach der optischen Untersuchung 
werden die angewandten 10 ccm quantitativ aus dem Polar- 
sationsrohr herausgespiilt und, wie oben beschrieben, mit iiber- 
schiissigem Kupferoxyd behandelt, mit Wasser auf 25 ccm 
verdiinnt, und die so erhaltene Kupfersalzlésung des Peptons 
im polarisierten Licht der Hg-Quarzlampe untersucht. 


Tahelte T. 


Als Bezugsnullpunkt wird fiir die blauen Kupfersal:- 
lésungen, wie schon oben erwihnt, der fiir die Peptonlésunge: 
mit Lichtfilter festgestellte Nullpunkt von + 0,10° bei- 
behalten. 


Einzelversuche. 


Hauptversuch. 


Sofort nach Auflésen des Seidenpeptons in Normalnatron- 
lauge werden 2 ccm aus der Lésung entnommen und in (er 
oben beschriebenen Weise behandelt. Die erhaltenen Werte 
fiir die Drehwinkel der 1°/,igen Peptonlésungen, wie der 
0,4°/,igen Peptonkupferlésungen sind mit der Behandlungs- 
weise in T'abelle I aufgefiihrt. 
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kontrollversuch 

Die bei der Kon. 
trollversuchsreilhe e; 
haltenen Werte sind 
jewells in Klamme 
hinter den Werte, 
des Hauptversuchis in 
der T'abelle I au 
gefiihrt. 

Eine besonders 
klare Ubersicht iibe 
den Reaktionsverlau: 
bei Behandlung yo 
Peptonlésung mit 
Normalalkali  ergily 
die graphische Au- 
zeichnung der in de 
Tabelle autgefiihrten 
Werte (vgl. Fig. 1), 

Aus dem Kurven- 
bild ergeben sich ver- 
schiedene, sehr deut- 
lich hervortretende 
Knickpunkte — un 
Spriinge. Es ist woll 
mit Bestimmtheit an- 
zunehmen, dab diese 
von durch die Alkali- 
einwirkung aufgehen- 
den Anhydridringe: 
herriihren. Das !’ep- 
ton gab, wie schio 
erwihnt, vor cel 
Behandlung mit Al- 
kali deutliche An- 
hydridreaktion. ‘ie 
blieb am Schlub de 
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Alkalibehandlung vollkommen aus. Da die Kupfersalze von 
Polypeptiden eine sehr starke Drehung aufweisen, muften die 
durch Aufspaltung von Anhydridringen neu hinzukommenden 
Polypeptidkupfersalze die Drehung des gesamten Systems sehr 
deutlich beeinflussen. 

Der neben dem Hauptversuch laufende Kontrollversuch in 
neutraler Lésung weist iiber die ganze Versuchsdauer nur ein- 
zelne kleinere Schwankungen auf, die teils innerhalb der 
Fehlergrenzen liegen, teils von der sehr stark eingreifenden 
Behandlung der Erhitzung unter Druck herriihren. 

Die durch die Kupferbestimmung nach der Mikrotitra- 
tionsmethode erhaltenen Werte zeigen beim Anwachsen bzw. 
Abfallen der Kupfersalzdrehung ebenfalls eine starke Steige- 
rung des Kupfergehalts. Dies ist mit ein Beweis fiir die An- 
nahme von jeweils durch Anhydridaufspaltung neu hinzu- 
kommenden freien Carboxylgruppen. 


3. Aufspaltung eines Gemisches von Glycyl-d-alanin- 
anhydrid und Glycyl-l-tyrosinanhydrid, dem Glycyl- 


d-alanin und Glycyl-l-tyrosin beigefiigt ist, durch 
Normalalkali. 


Zu diesem Modellversuch wurden 0,5252 g Glycyl-d-alanin, 
0.7166 g Glycyl-l-tyrosin, 0,500 g Glycyl-d-alaninanhydrid und 
0,500 g Glycyl-l-tyrosinanhydrid in Wasser zu einer 10°/,igen 
Lisung, bezogen auf die Gesamtmenge der angewandten Sub- 
stanzen, aufgelést. 

1 cem dieser Lisung wird abpipettiert, mit 9 com Wasser 
zu einer 1°/,igen Lésung verdiinnt und in gleicher Weise, 
wie oben beschrieben, im Lichte der Quecksilberquarzlampe 
aui sein Drehvermégen untersucht. Es ergibt sich ein Dreh- 
winkel von + 0,23° bei 20° C. 

Diese 10 cem der 1°/,igen Liésung werden nun iiber 
kleiner Flamme mit iiberschiissigem Kupferoxyd 15 Minuten 
zum leichten Sieden erhitzt. Dann wird tiber einem Kohlen- 
filter hei® abgenutscht und mit heiBem Wasser nachgewaschen, 
aut 25 com mit destilliertem Wasser verdiinnt, und die dunkel- 
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blaue Lésung auf ihr optisches Drehvermégen in der obey 
angegebenen Weise untersucht. Es ergibt sich ein [re. 
winkel von + 0,92°. Er stimmt mit dem Werte iiberein, de 
bei Untersuchung eines Gemisches von Glycyl-l-tyrosinkupfe 
und Glycyl-d-alaninkupfer von gleicher Konzentration erhalte; 
wurde. 

Nun wird zu dieser 10°/,igen Lésung des oben ap. 
gegebenen Gemisches das gleiche Volumen, wie das zur Lisuug 
verwandte Wasser, zweifach normaler Natronlauge gegebeu, 
Nach 3 Minuten werden aus dieser alkalischen Lésung 2 ccy 
entnommen, mit 2 ccm n/n-Salzsiure neutralisiert und mit 
destilliertem Wasser auf 10 ccm aufgefillt. Dann wird da; 
Drehvermégen dieser Liésung untersucht. 

Hierauf werden diese 10 ccm quantitativ in ein kleines 
Koélbchen iibergefiihrt und auf dem Asbestdrahtnetz mit Ku)fer- 
oxyd iiber kleiner Flamme 15 Minuten zu leichtem Sieden +. 
hitzt. Dann wird sofort hei8 durch ein Kohlenfilter filtriert, mit 
heiBem Wasser nachgewaschen und die entstandene Kuper: 
salzlésung auf ihr Drehvermégen untersucht. 

Die fiir die in bestimmten Zeitabstiinden entnommener 
Proben erhaltenen Drehwinkel sind nebst dem Gesamtkuyiter- 
gehalt der Lésungen in Tab. II aufgefiihrt. 

Die in der Tabelle II aufgefiithrten Werte sind graphisc) 
in Fig. 1 wiedergegeben. Die Kurve weist zwei sehr schar'e 
Knickpunkte in Gestalt zweier Zacken (a und +) auf. Ler 
starke Abtall am Schlu8 der Kurve diirfte von einer Aw: 
spaltung der Dipeptide in ihre Bausteine herriihren. 

Wie IP. A. Kober!) nachgewiesen hat, unterscheiden sic! 
die Kupfersalze der Polypeptide von denen der Aminosiuret 
durch ihr Verhalten gegen Alkali. Wihrend die letzteres 
durch Alkali besonders beim Erhitzen quantitatiy zerset' 
werden, sind erstere bestandig. 

Von den Kupfersalzen der Proben 1—15 werden je 5 cc 
entnommen und je mit 1 ccm n/n-Natronlauge versetzt. Scho 
beim Stehen bei 20° triiben sich die 3 letzten Proben, wihren! 


TY 
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1) P. A. Kober, a. a. O. 
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die anderen klar blau bleiben. Erhitzt man simtliche Pro}, 

miteinander auf 100°, so zeigt sich nur in Probe 13, 14 und 
15 eine Fillung von Kupferoxyd, wihrend siimtliche andere. 
Proben gegen Alkali bestiindig, also frei von Aminosiiurer 
waren. Spuren einer Triibung durch Kupferoxyd zeigen sic’ 
nach dem Erkalten schon von Probe 11 ab, jedoch war s; 
sehr geringfiigig. 

Da nun die Polypeptidkupfersalze, die hier in Frage 
kommen, ein bedeutend stiirkeres Drehvermégen besitzen, 4): 
jede der einzelnen Aminosiiuren, aus denen sie zusammen. 
gesetzt sind, so muB sich eine hydrolytische Aufspaltung 
einem Abfallen des Drehvermégens auswirken. Es soll jedoc) 
nicht damit zum Ausdruck kommen, daB jedes Abfallen des 
Kupfersalzdrehvermégens auf hydrolytische Spaltung zuriici- 
zuttihren ist! 


4. Abbau von Seidernpepton durch Trypsin 

Krepsin. Seine Verfolgung an Hand des Drehungs. 

vermégens der Kuptersalze der entstandenen Ah 
produkte, 

Zum Abbau durch Fermente wird dasselbe Pepton yer 
wendet, das zu im Vorhergehenden geschilderten Versuchen ibe: 
die Kinwirkung ven n-Alkali Verwendung gefunden hat 
Nach 76 stiindiger Einwirkung der Fermente wird der Losin: 
das gieiche Volumen 2fach normaler Natronlauge zugeseti’ 
und das Verhalten der Kupfersalze im polarisierten Licute 
untersucht. Die Versuchsbedingungen werden in bezug 2 
Behandlung der einzelnen Proben, wie bei den beiden vorlie: 
gehenden Versuchen, gleich gewiablt, 

Die zu diesem Versuch verwendeten Fermente verdat 
wir Herrn Dr. Waldschmidt-Leitz in Miinchen. Ks 
ein Glycerin-, Kalium- und Natriumacetat enthaltendes Tryps 
und ein glycerinhaltiges Erepsin. In Vorversuchen zeig' 
beide Priiparate eine sehr gute Wirksamkeit. 


5 g Seidenpepton werden in Wasser gelést, mit N 


CiVh} ” 
‘yh adath? 


>) 


natronlauge neutralisiert und mit Wasser zu einer 20% ize 
Lésung verdiinnt. Dann wird diese Peptonlésung mit em” 





OO 3D Oo mm w DO - || Probe-Nr. 
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o 
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Phosphatputierlésung von p,, 7,8 auf das Doppelte ihres Ge- 
wichts gebracht. Diese Lésung wird auf 80° erhitzt und 
5 Minuten bei dieser Temperatur gehalten. Nach dem Ab- 
kiihlen wird die Peptonlésung mit einem Gemisch von 5 ccm 
‘Trypsinldsung und 2 ccm Erepsinlésung und Wasser auf eine 
an Seidenpepton 10°/,ige Liésung gebracht und nach Ent- 
nahme von 2 ccm in den Brutraum gebracht. 


Die 2cem werden nun mit 18 ccm Wasser zu einer an 
Pepton 1°/, igen Liésung verdiinnt. Von dieser Lisung werden 
10 ccm zur p,,-Bestimmung nach der Indicatorenmethode ver- 
wendet. Die tibrigen 10 ccm dienen zur Untersuchung ihres 
Drehungsvermégens und zur Kupfersalzbildung nach der oben 
beschriebenen Art. Da eine 0,4°/, ige Kupfersalzlisung keine 
geniigende Durchsicht zeigt, wird bei dieser Versuchsreihe 
eine 0,2°/,ige Lésung untersucht. (Die 0,2°/, beziehen sich 


/ Uv 


auf die angewandte Peptonmenge.) 

Die Werte, die sich bei den von Zeit zu Zeit enthnommenen 
Proben ergaben, sind in der Tabelle III zusammengefaBt. 
Wiahrend der ganzen Versuchsdauer stand die Versuchslésung 
im Brutraum bei einer Temperatur von 38°. 


Tabelle III. 





Par | Probe-Nr. 


Co Mm 3 O&O OF wm CO bo 





on 
Zeit der 0 Drehung der Drehung 
Entnal = & | 1°/,igen Pep- | der Kupfersalz- Bemerkung 
“Lntnahme 0 = ” se \ 
aS tonlésung lésung (0,2 °/,) 
.. | 
nach 0 Stdn. | + 6,10° |—0,20° (—0,02°)]+0,19° (—0,01°) 0,4°/, Pepton- 


nach weiteren 





2 Stdn. | + 0,10" |—0,20° (—0,02°) }+0,20° (—0,01°) }, 
oan — | -0,17° (—0,01°)]+0,24° (+0,02°| | 
ls on — {0,12 (—0,02°)]+0,20° (40,02) 
Cla» — {1—0,18° (—0,019}| — 25 


Stehen bei 








— 
Oo 

















‘ | —0,18° (—0,01°) | +0,10° (—0,91 °) ne 
La ~~ —0,15° (--0,00°) | +0,06° (—0,02°) wm 
3 | — 10,159 (+0,0091+0,07° (+0,00% 
pels. | +0,10° | -0,16° (£0,00%)}+0,10° ( — ) 
ls | + 0,10°|—0,15° (40,00%]+0,12°( = — ) 


7 
f. oe 
a 


kupferlsg. « + 0,4° 





174 Emil Abderhalden und Erwin Schnitzler, 


Die in der Tabelle III in Klammern aufgefiihrten Werte 
wurden bei dem Kontrollversuch erhalten. Dieser wurde iy 
ganz gleicher Weise angesetzt, wie der Hauptversuch, nu 
unter Weglassen des Peptons. Die Werte fiir p, waren 
wihrend der Versuchsdauer von 7,8 auf 7,6 zuriickgegangey, 

Bei der Reihe der Kupfersalze zeigte sich ein deutliche; 
Hellerwerden der Farbe. Die Kupfersalze der Polypeptide sind 
dunkler blau gefairbt als die der Aminosiuren. Mit der Aw. 
spaltung in Aminoséuren hellt sich deshalb die blaue Far\e 
etwas aul. 

Schon nach 5 Stunden begann sich Tyrosin auszuscheiden, 
Bei der Probeentnahme wurde Aufsaugen von diesem aus- 
geschiedenen Bodenkérper tunlichst vermieden, um immer nu 


die (einheitliche) klare Lésung zur Untersuchung zu bringen. J 


Bei den beiden letzten Proben lieB es sich jedoch nicht ver- 
meiden, dafB auch vom ausgeschiedenen Bodenkoérper etw:s 
mit aufgesogen wurde. 


) Aufspaltung von Anhydridringen mit Normal- 
natronlauge. 
Der beim eben geschilderten Versuch nicht aufgespalten 
Rest des Seidenpeptons wird nun mit dem gleichen Volumes 


2fach normaler Natronlauge versetzt und das optische Ver- 


halten dieser Liésung nach erfolgter Neutralisation im polar 
sierten Lichte der Quecksilber-Quarzlampe wie auch das 
jenige der Kupfersalzlésung untersucht. Nach bestimimte: 
Zeitabschnitten werden aus der Lésung, die nun durch de! 


Alkalizusatz 5°/,ig, bezogen auf das eingangs angesetzte 
Pepton, geworden ist, 2 com entnommen. Diese werden mi 
2ccm Normalsalzsiure neutralisiert und dann auf ihr Drehungs- 


vermégen untersucht, nachdem die 4 ccm mit Wasser auf |! 
verdiinnt worden sind. MHierauf werden diese 10 ccm wm’ 
liberschiissigem Kupferoxyd 15 Minuten zu leichtem Siede 


erhitzt. Dann wird iiber einem Kohlefilter abgenutscht wu 


mit heiBem Wasser nachgewaschen. Von der auf 25 ccm wl! 
Wasser verdiinnten Kupfersalzlésung 





Lésung, bezogen auf das urspriinglich angesetzte Peptou, en‘ 


also einer 0,4°), iget 
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| <prechend — werden 5 ccm mit Wasser auf 10 ccm verdiinnt. 
Diese Kupfersalzlésung wird im polarisierten Lichte der Hg- 
Quarzlampe untersucht, also in 0,2°/,iger Lésung, bezogen auf 
Pepton. Der Kontrollyersuch wird in genau entsprechender 
Weise behandelt. 

Die bei den verschiedenen Proben erhaltenen Werte sind 
in Tabelle IV zusammengestellt. Die beim Kontrollversuch 
erhaltenen Werte sind jeweils in Klammer beigefiigt. 


Tabelle IV. 























— 

Voit dey ae Drehung der Drehung 
! uel er i * y » 
= & | 1,0°/,igen Pep- ; der Kupfersalz- Bemerkung 
'}| Eutnahme | 9 5 Pi lésung (0,2: 
me onlésung jsung (0,2° ,) 
{jmach 10 Min. | +0,10°}—0,18° (—0,03°) ;+0,17° (—0,01°)] Stehen bei 20' 

sis er ) : 20 Min. Stehen bei 20° 

tre, 50 ,, +0,10°}—0,15° (—0,02”)}+0,19' oy jh aos pie 

4 ' Roe ee , (+0,00") (30 ,, Schiitteln bei18° 
se 45, — |—0,17° (+0,00°)|+0,24° (+-0,00%] 45. ,, " » 18° 
tia, 3'/, Std. —0,14° (+0,00°)|+0,19° (+0,00°)] 3'/,stiind. Stehen bei 37 ° 
im 3 5 | tO0,10°7—0,14"° ( — )j4+0,18°( — )} 8 - = ,, 37° 


Das Ansteigen der Drehwinkel der Kupfersalzlisung zeigt 
zweifellos durch Alkalieinwirkung aufgespaltene Anhydridringe 
an, die durch das Ferment nicht angegriffen worden waren. 

Das darauffolgende Abfallen der Drehung der Kupfersalze 
diufte neben einer gewissen Racemisierung mit einer Auf- 
spaltung von Polypeptiden in Aminosiuren zusammenhiingen. 


6. Weiterer Versuch 
der fermentativen Aufspaltung einer Peptonlisung 
mit nachfolgender Alkalibehandlung. 

Darstellung der zur Aufspaltung der Seidenpeptonlisung 

verwendecten Fermentlésung. 

Kine Pankreasdriise vom Rind wird von anhaftenden Fett- 
teilen befreit, mit destilliertem, gekochtem Wasser gewaschen 
und durch eine Fleischhackmaschine gedreht. Zu der ent- 
Standenen breiigen Masse wird ein mit der Schere fein zer- 
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kleinertes Stiick Diinndarm gegeben. Die gesamte Mass 
wird nun mit Kieselgur und Sand zu einer sich anniihern( 
trocken anfiihlenden Masse verknetet und diese dann_ }p; 
300 Atmosphiren Druck ausgepreBt. Man erhilt so eing 
rotlich gefirbten, etwas triiben PreBsaft von sehr guter fermen. 
tativer Wirkung. 


Mit der so erhaltenen Fermentlésung wird nun in gleiche 
Weise, wie im vorhergehenden Versuch, eine 10°/,ige Seiden. 
peptonlésung von p,, 7,9 angesetzt. Die einzelnen Probe 
werden in gleicher Weise entnommen und untersucht, wi 
im oben geschilderten Versuch. Ebenso wird auch bei dem 
ohne Pepton angesetzten Kontrollversuch verfahren. Hierbei 
werden die Werte erhalten, die in Tab. V zusammengestellt 
sind. Diese Werte stimmen im groBen und ganzen mit dev 
im vorhergehenden fermentativen Spaltversuch erhaltenen sel 
gut iiberein. Es gilt dies insbesondere fiir die Anfangswert 
des Versuches. 


Tabelle V. 





Bezugs- | Drehwinkel der | Drehwinkel der 











S amt wer Null- 1°/,igen Kupfersalz- 2 
= Entnahme | a a a 
- punkte Peptonlésung lésung (0,2°/,) = 
1} nach 0 Std. | +0,10° | —0,22° (—0,02°)| +0,18° (+0,01% 
21 , 5 ,, | +0,10° | —0,20° (—0,02°| +0,22° (+0,00°) 
3] , 14 ,, | +0,10° | —0,16° (—0,01°)| +0,23° (+0,009] . 
CF 4 Day +0,10° | —0,08° (+0,01° | +0,20° (40,01%} = 
51 4 6 4 | +0,10° | —0,08° (—0,01° | +0,17° (+0,019] “= 
et . Ge. +-0,10° | —0,10° (—0,02°)] +0,14° (+0,03°)} 
7] 4, 3 4, | +0,10° | —0,09° (—0,02°)| +0,14° (+0,03%]| = 
~ a! +0,10° | —0,09° (—0,02°)} +0,13° (+0,029] 7 
ti» & +0,10° — (—0,02°)} +0,11° (+0,08°) 
wi . B86, +0,10° }—0,10° (—) | +0,10° (—) 
11 , 48 ,, | +0,10° | —0,07° (—0,01°%) | +0,07° (+0,09°% 
Die fermentative Aufspaltung der Peptonlésung wurde 














auBerdem bei 7 Proben an Hand des Verhaltens der Kupier- 
Vel. hierzu S. 177. 


salze gegen Alkali verfolst. 
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Je 5ccm der Proben 1—7 werden mit 0,5ccm n/n-NaOQH 
veysetzt und auf 100° erhitzt. Das nach dem Erkalten ab- 
ceschiedene Kupferoxyd wird abfiltriert, in Salzsiure auf- 
venommen und der Kupfergehalt nach der mikrotitrimetrischen 
Methode bestimmt. Ferner werden 5 ccm der urspriinglichen 
Kupfersalzlésung mit HCl zersetzt und in gleicher Weise der 
Gesamtkupfergehalt bestimmt. Die sich hierbei ergebenden 
Werte sind in Tab. Vi zusammengestellt. 


Tabelle VI. 





aes Auf Polypeptide | Auf Aminosiiuren 
entfallendes Cu entfallendes Cu 
1 0,057 °/, 0,0035 °/, 
2 (0,082 °/,) 0,034 °/, 
3 0,045 °/, 0,039 °), 
4 0,040 /, 0,043 °/, 
5 0,030 %/, 0,058 °/, 
6 0,028 °/, 0,061 °), 
7 0,021 °/, 0,067 °), 








Die vorstehende Tabelle zeigt eine deutliche Abnahme 
der Polypeptidkupfersalze. Probe 10 ergibt nach der Zer- 
setzung mit Alkali das Filtrat von Kupferoxyd kaum mehr 
eine Blaufirbung. Nach der Kinwirkung von Alkali nimmt 
der Gesamtkupfergehalt wieder zu, und das Filtrat zeigt nach 
der Zersetzung mit Alkali wieder eine blaue Farbe. Es waren 
also neue, zur Kupfersalzbildung befahigte Polypeptide hinzu- 
gekommen, die zweifellos von durch die Alkalieinwirkung auf- 
gespaltenen Anhydridringen herriihren. 


7. Aufspaltung durch Alkali nach der Ferment- 
einwirkung. 


Die mit Ferment angesetzte Peptonlésung war nach Ent- 
nihme von Probe 10 noch 2 Tage bei 38° gestanden. Probe 11 
zeigt eine weitere Abnahme des Drehungsvermégens, was mit 


elmer weiteren hydrolytischen Aufspaltung zusammenhingen 
diirfte. 


12* 


oJ 
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Aus dieser Lisung werden nun 20 ccm entnommen und 
mit 20 ccm zweifach normaler Natronlauge versetzt und diese 
Lisung durch Probeentnahme zu verschiedenen Zeiten in oben 
angefiihrter Weise untersucht. Die hierbei erhaltenen Werte 
sind in Tab. VII zusammengestellt. 


Tabelle VII. 





+ 
© Zeit de Me Drehwinkel Drehwinkel 
2 ei r zs 
24 ree cE. der der Kupfer- {| Bemerkun. 
A. ntnahme o = 4 Setar 1213 
oS Peptonlésung salzlésung 
Z 


1} nach 10 Min. | 0,10° |—0,06" (—0,01°% }+0,09° (—0,61 ° — 


2} x 10 ,, | 0,10°|—0,04° (—0,01°)|+0,12° (-0,019} ) a. 
3} 4 25 4, | 0,10° |—0,08° (—0,01°)|+0,13° (—0,01°) eat 





4}. 40 ,, |0,10°1-0,09° (—0,01°]+0,13° (—0,01°) 
51 4, 75 4, | 0,10°}—0,09° (—0,01°)|+0,14° (—0,01°% | Schiitteln be 


‘ 20° C 

si 690. 10° |—0.10° (— ey | 4 ‘ies 
6 + 0 , 0,1¢ ; mye he, 0,01‘) 1+0,14 Bichen hei 
T/ ., 110 ,, | 0,10°|—0,09° (—0,01°) ]+0,13° — “ein 
si, 168d. Po40°l—00s* — Beare’ — nits 














Aus dem Ansteigen des Drehungsvermégens der iXupter- 
salze ist zu ersehen, da8 unter der Alkalieinwirkung neue, 
zur Kupfersalzbildung befaihigte Polypeptidketten entstanden 
sind. Die Zersetzung der Kupfersalze bestiitigt dies, wie schon 
erwihnt, ebenfalls. 


Modeilversuch. 


8. Fermentative Spaltung von Glycyl-d-alanin, 
Glycyl-l-tyrosin, Glycyl-d-alaninanhydrid 
und Glycyl-l-tyrosinanhydrid in 10°/,iger Lésung des 
GFemisches (38,0124 g’. 
(Gl-d-al.: 0,8664 g, Gl.-l-ty.: 0,7704 g, Gl.-d.-al.-anhydrid: 
05703 g, Gl.-l-ty.-anhydrid: 0,8053 g.) 

Dieser Versuch wird in derselben Art ausgefiihrt, wie (las 
bei den beiden vorhergehenden Fermentspaitungsversuchen vou 
Pepton der Fall war. Als Fermentlésung kommt wieder ein Ge- 
misch yon Pankreas- und Diinndarmprefsaft in Anwendung. Das 


Zz 
he 
ae 
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auf sein Drehungsvermégen untersuchte Polypeptid- und An- 
hydridgemisch liegt in 1°/,iger Lisung vor, wihrend die Kupfer- 
salze in 0,4 °/,iger —- bezogen auf das Gemisch, unter- 
sucht werden. Das Glycyl-l-tyrosinanhydrid, das in Wasser 
schwer léslich ist, wird jedesmal vor der Probeentnahme auf- 
seschwemmt. Die bei den einzelnen Proben erhaltenen Werte 
sind in Tab. VIII aufgefiihrt. Die Werte des Kontrollversuches 
— Kermentlisung im autolytischen Abbau — sind in Klammer 
aufgefiihrt. 


Tabelle VIII. 


























~ oe nD , + Drcletakel Delve ae a 
a belt ae SD 14 ' A, 3 
° Entnal & = = | des Gemisches | der Kupfersalze | 2 -4 
~~ “nthnanme DA = ae 
= a (1 Jy) (0,4 °/,) 2 
1 | nach OStd. | +0,10° | —0,03° (—0,04°) | +0,80° (—0,01°)}| © 
nach weiteren ee 
2 43), Std. +0,10° | —0,05° (—0,04° | +0,62° (—0,01 ] = 
3 i ee —0,08° (—0,04°) | +0,65° (+0,00°)] © 
4 AT ls 45 eae —0,09° (—0,05°% | +0,499 (40,00%] §& 
? oy td —0,08° (—0,04°) | +0,39° (40,00°)] ‘e 
6 24 - +0,10° | —0,08° (—0,02° | +0,43° (+0,01°) | ~ 





Aufspaltung der Anhydridringe durch Normalalkali. 
Der bei der fermentativen Aufspaltung der Lésung ver- 
bleibende Rest an nicht veriinderten Produkten wird mit dem 
gleichen Volumen 2fach normaler Kalilauge versetzt und auf 
Grund der Anderung des Drehungsvermigens die Aufspaltung 
der Anhydridringe verfolgt. Die hierbei sich ergebenden Werte 
sind in Tab. IX zusammengestellt. Die Konzentrationen sind: 
1°/,ige Liésung des Gemisches, 0,4°/,ige Lisung der Kupfer- 
salze, bezogen auf den eingesetzten Gehalt des Gemisches. 
Ein sehr starker Sprung des Kupfersalz-Drehungsvermégens 
zeigt deutlich das Aufgespaltenwerden von Anhydridringen an. 
Das Glycyl-d-alaninanhydrid ist offenbar schon bei der fir die 
Fermentwirkung notwendigen Alkalitit aufgegangen, wahrend 
das Glycyl-l-tyrosinanhydiid durch die Fermentvorbehandlung 
in seiner Stabilitit wesentlich gelockert scheint. 
Die Werte samtlicher Fermentversuche sind in Fig. 2 
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SRERRTRRSEREEEER graphisch zusammen. 
itil \ ase 7 | gestellt. Auch die Kuryey 
—— MME ee ag | | | | der  Alkaliaufspaltung 
S| i dic ) I | zeigen untereinande) 
2 | } ' | groBe Ahnlichkeit. Be; 
: | : > < | siimtlichen Fermentver- 
an | <2) eS 8} suchen mit nachheriger 
$ i | | "§ : : sled? Alkalieinwirkung felt be; 
SW I i : | dieser Autspaltung der 
S " | i ; 3 bei der Alkalieinwirkun: 

| | | auf Peptonlésung ei 
Ai | [i | getretene erste Kurven- 
tof! | sprung. Es tritt imme 
| | : | nur einer auf. Der Modell- 
i | | 
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versuch zeigt, da Ai- 


x | hydatdetnige wie Glyeyl-d. 
Riot _ alaninanhydrid bereits be: 
Is! : | jener Alkalimenge au. 
Is : | gespalten werden, die be 
Is | der Einwirkung von Fer- 
i; | menten zur Anwendun; 
! | kam. Es heet deshalb de: 
| | |  SchluBnahe, daf derinde: 

! | Pepton—Alkalikurve aui- 
| ! | tretende Kurvensprung 
ce | ‘ | Abfallen und Ansteigen 
ly <—~2 ~ on tte 7 | des Drehungsvermégeus 
‘4 oe ’ | — von solchen leicht aui- 
i 2 \ | spaltbaren Ringen her: 
Leu’ & ' | yithrt. Das Glycyl-l-tyro- 
Ba hay 2 ! | ’ es ogi 4 
ST aa / | sinanhydrid muB durch 
ul U4 _ | Fermenteinwirkung 
14 | 


! wesentlich gelockert wor- 
7 den sein, denn die Alkali- 
5 ; aufspaltung geht im An- 





| i 4 . . ey 
as 4 “ schluB an diese viel leich- 
Pid i | ter vor sich. 
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Tabelle IX. 








Probe 








Zeit der 


Entnahme 


nach 10 Min. 

nach weiteren 
60 Min. 
ae 





1°/, Std. 
») 
= 9) 
91 
15 
9 
3 99 
9)» 
~~? 


Bezugs- 
| Nullpunkte | 


0,10° 


0,10° 
0,10° 
0,10° 
0,10° 
0,10° 
0,10° 


0,10° 
0,10° 





0,10° 


Drehwinke}] 
des Gemisches 
(1 50 y,) 


+0,30° (—0,01) 


+0,21° (+0,02 % 
+0,18° (—0,03°) 
+0,15° (—0,03°) 
+0,11° (—0,64 °) 
+0,10° (—0,03°) 
+0,10° (—0,02°%) 


+0,14° (—0,03 °) 
+0,16° 
+0,16° (£0,00°) 








Drehwinkel 
der Kupfersailze 
(0,4 °/o) 


+0,90° 
+0,95° (—0,02°) 
+1,04° (—0,01°) 
+0,99° (—0,01°) 
+1,02° (—0,02 8) 
+1,00° (—0,02°) 


+0,85° (£0,019) 
+0,82° (40,00 °) 
+-0,80° (+ 0,00% 








Bemerkune 


Stehen 


bei 20° 





Stehen im 
EFisschrank 


| Stehen iim 
Brutrauimn 
| bei 37° 








Molekiilverbindungen der Aminosiuren und Dioxo- 
piperazine IJ, 


Von 
Paul Pileiffer, Olga Angern und Liu Wang. 
Mit 18 Figuren im Text. 


(Der Redaktion zugegangen am 25. Dezember 1926.) 


5 
; 


In unserer ersten Mitteilung') haben wir gezeigt, dai 
sich die aromatischen Aminosiuren: Anthranilsiure uni 
p-Aminobenzoesdure, und die EKiweiBkomponente Trypto- 
phan mit Glykokollanhydrid und Sarkosinanhydrid zu den 


Molekilverbindungen: 


CO—CH,. a 
HNC \xu, 2%  \—cooH 
\cH,—co % ar 
NH, 
,CO—CH,, os 
CH, -N N-CH,, 2 \—COOH (Fig. 1) 
CH,—CO oe 
NH, 
CO—CH, —— 
CH,-N< N-CH,, 1H \—CcooH (Fig. 2) 
\ CH,—CO , ee 
| ~~... —CH,—CH—CO0OH 
CO—CH,. | | , 4H,0° 
CH, + N< »N-CH,, 1) | CH NH, ; 
‘CH,—CO a ; 


NH 
vereinigen; ihnen wollen wir noch die Verbindung der m- Amino- 
benzoesdure: 


1) Paul Pfeiffer u. Olga Angern, Diese Zs. Bd. 143, §. 269 
(1925). 

*) In der betreffenden Mitteilung ist das Molekularverhiltnis ver- 
sehentlich gleich 1:2 angegeben worden. 
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Fig. 3. Sarkosinanhydrid + m-Aminobenzoesdure. 


') Zum Verstiindnis dieser und der iibrigen Figuren siehe die Be- 
merkungen am Schlusse der Abhandlung. 
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,CO—CH, . 
CH,-N< 


SN-CH,, 1 \—COOH (Fig. 8) 
\CH,- <)> 7 


‘ Mews” 

NU, 
hinzufiigen; sie bildet feine, farblose, spréde Nadeln vom 
Schmelzp. 118°. 

Die Bedeutung dieser Verbindungen, namentlich der Ver- 
einigung von Sarkosinanhydrid mit Tryptophan, die sogar, im 
Gleichgewicht mit ihren Komponenten, in wiBriger Loésung 
existiert, legt unseres Erachtens darin, daB das Vorkommen 
von Restaffinititsabsattigungen in den Eiweifmolekiilen nun- 
mehr recht wahrscheinlich geworden ist. 

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich im wesentlichen 
mit der Frage nach der Konstitution unserer Verbindungen; 
sie zeigt, daB sich fiir alle fiinf ein ganz einheitliches Konsti- 
tutionsbild entwerfen liBt. 

Bei den Vereinigungen des Sarkosinanhydrids mit den drei 
aromatischen Aminosiuren handelt es sich zunichst um die 
Frage, ob die Restaffinitat der Aminosiurekomponente von der 
Aminogruppe oder vom Carboxylrest ausgeht. Da8 die Carboxy!|- 
gruppe keinen wesentlichen Anteil an der gegenseitigen Bindung 
der Komponenten hat, geht wohl am besten aus der Tatsacihie 
hervor, daB sich der p-Aminobenzoesiiuremethylester ganz der 
p-Aminobenzoesiiure selbst an die Seite stellt und die Verbin- 
dung: = ,CO—CH,, a 

CH,-N¢ ‘N-CH,, 1H,N- —COOCH, 
\CH,—CO/” e i ef 
| 


ee 








= ht = 
< | | 
— Ss eas isha 4 
/| 
—- oh 
| — 
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Fig. 4. Sarkosinanhydrid + p-Aminobenzoesiuremethylester. 
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vom Schmelzp.100° gibt; die betreflende Schmelzpunktskurve 
(Fig. 4) zeigt ein ausgesprochenes Maximum beim Molekular- 
verhiltnis 1:1. 

Fiir die Annahme des maBeebenden EKinflusses der Amino- 
sruppe spricht vor allem der Umstand, daB sich die aroma- 
tischen Amine: $-Naphthylamin, o-Phenylendiamin und m-Phe- 
nylendiamin glatt mit Sarkosinanhydrid vereinigen. Die ein- 
zelnen Verbindungen wurden in gut krystallisierter Form er- 
balten: 


NH, 
— 
CH,-N N-CH,, 1 )——<  Schmelzp. = 98,8° (Fig. 5) 
.CH,—C0- a. 
ae 
/ CO—CH,. ae 
CH,-N¢ >N-CH;, 2: —NH, Schmelzp. = 104° 
CH,—CO/” i (Fig. 6) 
NH, 
,/CO—CH,, rr 
CH,-N< »C-CH,;, 1 \ —NH, Schmelzp. = 101,8° 
\CH,—CO~ bie (Fig. 7) 





NH, 


lhre Zusammensetzung wurde durch Aufnahme der Schmelz- 
uunktskurven kontrolliert; die Maxima liegen bei den Molekular- 
erhiiltnissen 1:1, 1:2 und 1:1. 

Nur Anilin selbst, das einfachste aromatische Amin, gibt, 
wenigstens bei gewéhnlicher Temperatur, keine entsprechende 
Molekiilverbindung. 


} 
A 
af 
y 


Die weitere Frage, welche Atome des Aminrestes der aro- 
matischen Aminosiiuren die gegenseitige Bingung der Kompo- 
nenten bedingen, lift sich dahin beantworten, da es die 
Wasserstoffatome sind; denn der p-Aminobenzoesiure schlieBt 
sich in ihrem Additionsvermégen zwar die Monomethyl- 
aiminobenzoesiure: 


CH, - xsu_/—- \—coon 


ae 


an, die noch ein Aminwasserstoffatom besitzt (die Schmelz- 
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punktskurve [Fig. 8] zeigt einen gut ausgebildeten domfirmigen 
Teil, dessen héchster Punkt dem Molekularverhiltnis 1:1 ent- 
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spricht), dagegen erweist sich die p-Dimethylaminobenzoe- 
saure:. 


(CH,),N—/ ~ \_coon 
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als indifferent gegen Sarkosinanhydrid; die Schmelzpunktskurve 
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Fig. 9. Sarkosinanhydrid + p-Dimethylaminobenzoesiure. 


(Hig.9) besteht nur noch aus 2 Asten, die sich in einem eutek- 
cia Punkt schneiden. 

Mit diesem Befund harmoniert aufs beste die Tatsache, 
da8 im Gegensatz zum f-Naphthylamin, welches ein gut charak- 








188 Paul Pfeiffer, Olga Angern und Liu Wang, 


terisiertes Additionsprodukt mit Sarkosinanhydrid gibt, da; 
Dibenzyl-f-naphthylamin: 
(C,H,CH,),N—~ i wie 
| | 
big 
keine Anlagerungstendenz mehr besitzt; die zugehérige Schmelz- 
punktskurve (Fig. 10) hat weder ein Maximum, noch einen Knick. 
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Fig. 10. Sarkosinanhydrid + Dibenzyl-f-naphthylamin. 


Ist hiermit wahrscheinlich gemacht, daB fiir das Additions- 
vermégen der aromatischen Aminosiuren der Amin- Wasser- 
stoff von wesentlicher Bedeutung ist, so kénnen wir weiterhin 
zeigen, daB ganz parallel damit im Tryptophan der Imin- 
Wasserstoff des Indolrings als Anlagerungsstelle fiir Sarko- 
sinanhydrid zu betrachten ist. 

Zunichst einmal sind alle bisherigen Versuche, die eii- 
fachen «-Aminosiuren, wie Alanin, Sarkosin und Phenylalani 
mit Sarkosinanhydrid zu vereinigen, vergeblich gewesen. Lie 
Vermutung, dab die Affinititswirkung des Tryptophans also 
vom Indolring ausgehen miisse, lie8 sich experimente!! leiclit 
bestiitigen. 

So leitet sich vom Grundkérper des Tryptophans, dem 
?-Methylindol, das gut krystallisierte —oo 


/CH,— > _+_OCH, 
CH, -NC ON. -CH,, | 
CO—CH, / LE 


Yt 


ab, welches farblose Prismen vom Schmelzp. 122—123° bildet. 
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Auch «-Methylindol, ja sogar Indol selbst und Oxindol 
gaben positive Resultate: 





MO Ly. / _ - feine, weibe 
CH, NC ‘N-CH,, 1| | | -Nadelohen: 
‘CH,—CO’ UCH, Schmelzp. 
agi ae 
NH = 85—86,5° 
a CO—CH,, | ~~ ____CH gut ausgebildete, 
CH,+N¢ ‘ >N- CH, 1| | kleine Prismen; 
‘CH,—CO/ | | Cl Schmelz 
Nie Lp. 
Ne ee = 94—95° 
gat CO—CH, — ili CH derbe, kurze, durch- 
CHs*NC CH —co” N-CH;, 1 I OH sichtige Prismen; 
— a Oe a Schmelzp. = 112°. 
NH 


In allen 4 Fallen wiesen auch die Auftauschmelzkurven 
‘Fig. 11—14) ganz deutlich auf die Existenz der angefiihrten 
Molekiilverbindungen hin.*) 
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Fig. 11. Sarkosinanhydrid + f-Methylindol., 


Als nun aber Indolverbindungen genommen wurden, in 
denen der Wasserstoff der NH-Gruppe durch Methyl ersetzt 
war, hérte die Additionsfihigkeit véllig auf. Aus n-Methyl- 





1) Die einzige bisher untersuchte Pyrrolverbindung: 
H,C-C ___ C-CO0C,H, 


H. 7 @ *. : 
sC-C___C-CH, 
NH 


addiert, wie das Auftauschmelzdiagramm (Fig. 16) zeigt, kein Sarkosin- 
anhydrid. 






















190 Paul Pfeiffer, Olga Angern und Liu Wang, 





‘ 
| 3h 
THE na = a 
i ~ 
130) ered SR: " ~ 
N 
N\ 


















Po S SS DROW ORC NE See See 
| iB 
| | \, 
Pr) eet RN eee E! Seemann Soneeewt eae 
te ' } \ j 
rs | j i i 
wt] | \ | | 
ad spo = T om ] ———? eS T _ — 
G2 AS eo ee eee i A 
/ | | | | | } } 
| } } | | | | 
I, g 
. og | 
| | 
o_o — —_ ee ieee MeN lee —— 
Po ft aa 
| | | {| \|_ ¢ 
en ee es (eee! ees Pee ee _SJ 
| | 
60} —— pene fern rm wa C— 
| | 
0 72 29 JO ¥0 50 raya) vO GO 9O 1700/7 


Fig. 12. Sarkosinanhydrid + a-Methylindoi. 
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Fig. 13, Sarkosinanhydrid + Indol. 


indol krystallisierte Sarkosinanhydrid wieder unverindert aus: 
n, ¢-Dimethylindol: “ites CH 


_L-CH, 
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Fig. 14. Sarkosinanhydrid + Oxindol, 
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Fig. 15. Sarkosinanhydrid + n-a-Dimethylindol. 
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Fig. 16. Sarkosinanhydrid + Pyrrolkorper. 
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gab mit Sarkosinanhydrid eine Schmelzpunktskurve (Fig. 15 
die nur aus zwei im eutektischen Punkt sich schneidendey 
Linien bestand, entsprechend dem Verhalten blofer Konglo- 
merate. 

Damit ist also gezeigt, daB sich Tryptophan durch den 
NH-Wasserstoff des Indolrings an Sarkosinanhydrid bindet. 

Um nun méglichst enge Beziehungen zwischen den Molekiil- 
verbindungen der Indolreihe und denen der aromatische: 
































Fig. 17. Sarkosinanhydrid + Carbazol. 


Aminosiuren herzustellen, um mit anderen Worten zu zeigen. 
daB die Additionsfihigkeit der Indolkérper einfach darauf be- 
ruht, daB diese Verbindungen (wie die aromatischen Amino- 
siuren) zur Klasse der aromatischen Amine mit freiem Amin- 
wasserstoff gehéren, wurde Indol durch Carbazol und danp 
weiter Carbazol durch Diphenylamin ersetzt. In beiden Filleu 
konnte die Existenz der gesuchten Molekilverbindungen durch 
die Aufnahme der Auftauschmelzkurven bewiesen werden. Die 
Diphenylaminverbindung wurde aus 96°/, igem Alkohol in durch- 














sichtigen Prismen vom Schmelzp. = 
Carbazolverbindung wurde nicht in krystallisierter Form isoliert: 





CO—CH,, 
‘ H,-N< 
CH,—CO7% 
CH, - Nx 
CH,—CO 
1301! 
} 
An 
| | 
} \ 
_n| 
eS 
0 70 
Fig. 18. 
DaB 


Addition 


addieren. 


Zum Schluf bleibt noch die Frage zu erértern, an welchem i 
Atom der Sarkosinanhydridkomponente die Addition der aro- 


matischen Amine: 


Molekiilverbindungen der Aminosiiuren und Dioxopiperazine II. 


Sarkosinanhydrid + Diphenylamin. 


es auch hier wieder der NH-Wasserstoff ist, der die | 
ermoéglicht, geht aus dem indifferenten Verhalten des 
n-Methyldiphenylamins hervor. 

Damit ist nun der gesuchte Anschlu8 der Molekilverbin- 
dungen der Indolreihe an die Molekiilverbindungen der aro- 
matischen Aminosiuren hergestellt, indem ja schon weiter oben 
gezeigt werden konnte, daf die Grundkérper dieser Siuren, | 
die aromatischen Amine mit NH,-Wasserstoff, wie 8-Naphthyl- f 
amin, O- und m-Phenylendiamin, ebenfalls Sarkosinanhydrid 


NH 
} | . 7 
| Fig. 18) 
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92-93" erhalten, die 


(Fig. 17) 


13* 
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R, 
R—NH, und ‘SNH 
R” 


erfolgt. 

Hier ein definitives Urteil zu fallen, ist noch nicht mig- 
lich. Immerhin scheint mir bei der groBen Additionsfahigkei:, 
die ganz allgemein der Carbonylsauerstoff gegen Metallsalz:. 
Saiuren, Phenole und Amine zeigt, die naheliegendste Annahmme 
die zu sein, daB sich der NH- bzw. NH,-Wasserstoff der Amino. 
siurekomponente nebenvalenzartig an den Carbonylsaue:. 
stoff des Sarkosinanhydridmolekiils bindet, entsprechend de: 
folgenden Konstitutionsformeln: 





CH, 
| 
— CH,—N ——\ 
/ \_NH, «--0=C¢ ° >0=0---H,N _/ \ 
\ = \N—CH, \—/ 
COOH CH, COOH 
CH, 
| CH—C—CH,—CH—COOH 
/CH,—N , / ’ ? , nia 
O=C< ‘C=O-.- HN | NH. 
\n—CH Re ie 
| 7 \ 
CH, % _ Pj 
CH, 
H.C-—C=CH | CH=C—CH. 
’ \ pou —-N, Ff ; 
)NH: »O=CK »SC=0.--HN/ usw 
=. \N—CH, ——_ 
a: | f \ 
. Fd CH. \ 7 


Ks wiirden so die Phenol- und Aminverbindungen siiure- 
amidartiger Substanzen und die entsprechenden Verbindungen | 
der Ketone, iiber die vor kurzem Pfeiffer, Goebel und | 
Angern}) berichtet haben, unter einen einheiflichen Gesichts- 
punkt kommen. 


') Liebigs Ann. der Chem. Bd. 440, S. 265 (1925). 
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Versuchsteil, 
a) Systeme aus Sarkosinanhydrid und aromatischen Aminosauren. 
1. Sarkosinanhydrid + Anthranilsiure. 
Uber die Kigenschaften und die Analyse der Molekiil- 
verbindung mit dem Molekularverhaltnis 1:2 siehe P. Pfeiffer 
und O. Angern, Diese Zs. Bd. 143, S. 270 (1925). 


Daten fiir die Auftausehmelzkurve (Fig. 1). 
Gewichtsprozente Anthranilsiure. 


9) 40) 50 55 60 66 70 49 85 LOO, 


Auftaupunkte. 


144 106 LO6 105.5 105,5 105,5 121 117,5 217,5 117,5 142. 


Schmelzpunkte. 
146 «6 -180,5 1085 112 118 122 128 121,5 119 183 144, 
Die Kurve zeigt ein ausgesprochenes Maximum beim 
Molekularverhiltnis 1:2 der Komponenten. Die beiden Tau- 
punktslinien liegen bei rund 106° und 117,5°. 


2. Sarkosinanhydrid + p-Aminobenzoesiure. 

Uber die Kigenschaften und die Analyse der Molekiil- 
verbindung mit dem Molekularverhiiltnis 1:1 siehe P. Pfeiffer 
und O. Angern, Diese Zs. Bd. 143, S. 270 (1925). 


Daten fiir die Auftauschmelzkurve (Fig. 2). 
Gewichtsprozente Aminosiure. 


0 10 20 30 40 45 49 55 60 TO 80 G() ido. 


Auftaupunkte. 
[44 1185 118,5 119 118 119 139 188 135 1385 185 135 182. 


Schmelzpunkte. 
146 1385 125 129 139 142 143 142 189,5 142,5 164 178 185. 
Die Kurve zeigt ein Maximum beim Molekularverhiltnis 1 : 1 
der Komponenten; die Auftaulinien liegen bei rund 118,5° 
und 135°. 
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> 


3. Sarkosinanhydrid + m-Aminobenzoesidure. 


Zur Darstellung des Additionsproduktes lést man mole. 
kulare Mengen der Komponenten in wenig Alkohol. Beim 
Verdunsten der Lésung krystallisieren feine, farblose, spride 
Nadeln vom Schmelzp. 118° aus. 

4,335 mg Substanz gaben 0,564 cem N (752 mm, 19°), 

Ber. (Molekularverhiltnis 1:1) 15,05 Gef. 15,05°/, N. 


Daten fiir die Auftauschmelzkurve (Fig. 3). 


Gewichtsprozente Aminoséure. 


0 10 20 30 40) 49 d1 60 TO 80 LOO, 
Auftaupunkte. 
144 103 103 103 103 114 112 109 109 109 L70, 


Schmelzpunkte. 
146 139 126 109 118 116 115,5 120 1438 158 174. 
Die Schmelzkurve zeigt ein Maximum beim Molekular- 
verhaltnis 1:1 der Komponenten; die Auftaulinien liegen bei 
108° und 109°. 


4. Sarkosinanhydrid + p-Aminobenzoesiure- 

methylester. 

Darstellung des p-Aminobenzoesiuremethylesters aus dem 
kiiuflichen p-Toluidin tiber p-Acettoluidid, p-Acetaminobenzoe- 
siiture und p-Aminobenzoesiiure. Glimmerartig gliinzende, diinne 
Blittchen vom Schmelzp. 112°. 

Zur Gewinnung der Molekiilverbindung schmilzt man vor- 
sichtig 0,1 g Sarkosinanhydrid und 0,1 g Ester zusammen, laibt 
das Gemisch erkalten und lést es in 1 com Alkohol. Beim 
langsamen Verdunsten der Lésung in einem Kdélbchen an freier 
Luft scheiden sich zu Biischeln angeordnete, farblose Prismen 
aus, die bei 100°, unter vorhergehendem Erweichen bei 97,5°. 
schmelzen. Die Krystalle werden zwei Tage lang im Vakuum 
neben P,O, getrocknet. 


5,900 mg Substanz gaben 0,692 cem N (761 mm, 24°). 
Ber. (Molekularverhiltnis 1:1) 14,33 Gef. 14,48°/, N. 














Molekiilverbindungen der Aminosiiuren und Dioxopiperazine II. 197 


Daten fiir die Auftauschmelzkurve (Fig. 4). 


Gewichtsprozente p-Aminobenzoesduremethylester. 
0 25 40) 48 50,5 51,5 60 65,5 75 $0 100. 


Auttaupunkte. 
i44 94 92,5 93 96 96,5 82 82,2 82,7 82,8 110. 


Schmelzpunkte. 
[46,5 131,1 109,6 97,5 99,5 999 97 93 898 97 4112. 
Die Kurve zeigt ein deutliches Maximum beim Molekular- 
verhiltnis der Komponenten 1:1. 


5. Sarkosinanhydrid + p-Methylaminobenzoesiure. 

Die p-Methylaminobenzoesiure stellt man zweckmiBig in 
etwas abgeiinderter Weise nach Jaffé') dar. Man _ versetzt 
10 ¢ p-Aminobenzoesiure mit einer Lésung von 4g Kali in 
60 ccm Methylalkohol, kocht das Gemisch eine kurze Zeit lang 
am RiickfluBkihler, kiihlt wieder ab, gibt 20 g Methyljodid 
hinzu und kocht unter (uecksilberabschluB auf dem Wasserbad 
am aufsteigenden Kiihler, wobei man allmahlich eine Lésung 
von 5 g Kali in 80 ccm Methylalkohol hinzutropfen laBt. Nach 
7-stiindigem Kochen versetzt man das Reaktionsprodukt mit 
Wasser und dampft den Methylalkohol ab; dann gibt man zur 
wiBrigen Lésung 8 ccm konzentrierte wiibrige Salzsiure, saugt 
den entstandenen Niederschlag ab, lést ihn in kochendem Wasser, 
filtriert von schwer léslicher Dimethylaminobenzoesiiure ab und 
laBt krystallisieren. Ausbeute an Rohprodukt 3—3,5 g vom 
Schmelzp. 151°. Aus Benzol umkrystallisiert: Schmelzp. 156°. 


Daten fiir die Auftausehmelzkurve (Fig. 8). 
Gewichtsprozente Aminosiure. 
0 8 14 20 25 30 35 40 458 o1,5 55 
60 65 68 72 78 84 90 100. 


Schmelzpunkte.’) 
146,5 189,5 184 128 130 135,8 140,2 142,8 144,5 145,5 145 
142.5 139 137,5 130,5 132,7 139,8 146 156. 
1) Chem. Ber. Bd. 88, S. 1209 (1905). 
*) Die Auftaupunkte lieBen sich nicht einwandfrei bestimmen. 
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Die Schmelzpunktskurve zeigt ein deutliches Maximuy 
bei dem Molekularverhiltnis der Komponenten 1:1. Die Ver- 
suche, das Additionsprodukt in reiner krystallisierter Form 2) 


isolieren, verliefen negatiy. 


6. Sarkosinanhydrid + p-Dimethylaminobenzoesiaur: 


Die p-Dimethylaminobenzoesiure wurde zum Teil dure’: 
Erhitzen von Tetramethyldiaminobenzophenon mit Natronkalk. 
zum ‘Teil durch Zusammenschmelzen des _ p-Dimetbylamino- 
benzaldehyds mit Atzkali dargestellt. Aus verdiinntem Alkoho! 
umkrystallisiert: Schéne, schwachgelblich gefirbte Nadeln von 


Schmelzp. 235° 


Alle Versuche, eine Molekiilverbindung aus Sarkosinanhydri: 


und p-Diaminobenzoesdure zu erhalten, verliefen negativ. 


Auch die Auftauschmelzkurve weist auf die Nichtexisten: 


einer solchen Verbindung hin. 


Daten zur Auftauschmelzkurve (Fig. 9). 


Gewichtsprozente Aminosidure. 


0 15 22 28 34 36,5 42 


Auftaupunkte. 
144 122 121,88 122 122 122 122 


Schmelzpunkte. 
146,5 136,8 130 126 1288 148 159 


54 70 


122 121,7 


184,8 207 


235 


b) Systeme aus Sarkosinanhydrid und aromatischen Aminen. 


1. Sarkosinanhydrid + @-Naphthylamin. 


Zur Darstellung der Molekiilverbindung schmilzt man 0,1 


o 
o>) 


Sarkosinanhydrid und 0,1 g §-Naphthylamin zusammen und lést 
die Schmelze nach dem Erkalten in méglichst wenig warmem 
Alkohol. Nach einiger Zeit krystallisieren seidenglinzende 
Nadeln yom Schmelzp. 98,8° aus; der Erweichungspunkt liegt 
bei 97°. Waschen der Krystalle mit wenig kaltem Alkoho! 
und Trocknen im Vakuum neben Phosphorpentoxyd. 


3,245 mg Substanz gaben 0,420 cem N (753 mm, 24°), 


Ber. (Molekularverhiiltnis 1:1) 14,74 


Gef. 14,749/, N. 
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Daten fiir die Auftauschmelzkurve (Fig. 5). 


Gewichtsprozente 3-Naphthylamin. 


0 295 40 47 20 oT 78,4 $0 LOO, 
Auftaupunkte. 
(44 95 95 94,8 952 84 84,2 84,5 11. 


Schmelzpunkte. 
1465 1283 104,8 97 98,8 95,7 95,2 1043 4111. 
Die Auftauschmeizkurve spricht fiir die Existenz der 
Molekiilverbindung 1:1. 


2. Sarkosinanhydrid + o-Phenylendiamin. 

Zur Darstellung der Molekiilverbindung schmilzt man 
0,11 g Sarkosinanhydrid und 0,16 g o-Phenylendiamin zusammen 
und lést die erstarrte Schmelze in 1 ccm heifem Alkohol. Im 
Laufe einer halben Stunde krystallisiert die gesuchte Verbin- 
dung in farblosen, durchsichtigen Krystallen in Form hexa- 
conaler Prismen mit Rhomboederflichen aus. Schmelzp. 104°, 
Erweichungspunkt 101°. In Form kompakter Krystalle bleibt 
die Verbindung beim Aufbewahren lingere Zeit unverindert; 
fein pulverisiert nimmt sie an der Luft eine gelbe Farbe an. 

5,116 mg Substanz (getrocknet neben P.O,;) gaben 1,042 cem N 


(758 mm, 20°). 
Ber. (Molekularverhiltnis 1:2) 23,46 Gef. 23,66°/, N. 
Daten fiir die Auftauschmelzkurve (Fig. 6). 
Gewichtsprozente o-Phenylendiamin. 
0 30 45 54 60 66 80 85 91,9 100. 
Auftaupunkte. 
144 90 89,8 90 97 90,6 89,5 89,8 90 101. 


Schmelzpunkte. 
1465 111 93,3 96,5 104 103 94,4 93,6 98,2 102,05. 
Die Schmelzkurve besitzt also ein Maximum bei rund 
104°, entsprechend einer Molekiilverbindung 1: 2. 


3. Sarkosinanhydrid + m-Phenylendiamin. 


Der Schmeizpunkt des reinen m-Phenylendiamins lag bei 63°. 
Die Darstellung der Molekiilverbindung geschieht durch 
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Zusammenschmelzen von 0,13 g Sarkosinanhydrid mit 0,1 ¢ 
m-Phenylendiamin und Lésen der erstarrten Schmelze in 0,6 ccm 
Alkohol. Auf Ton im Vakuum neben Phosphorpentoxyd 
getrocknet: Schwachbliuliche, seidenglinzende Nadeln vom 
Schmelzp. 101,8°, die sich beim Aufbewahren nicht verandern. 
In feuchtem Zustand tritt leicht Verfirbung der Substanz ein. 
3,741 mg Substanz gaben 0,733 cem N (756 mm, 24°). 
Ber. (Molekularverhiltnis 1:1) 22,40 Gef, 22,40°/, N. 


Daten fiir die Auftauschmelzkurve (Fig. 7). 


Gewichtsprozente m-Phenylendiamin. 
Q 15,5 ol 33,3 40 48 b4 60 100 


Auftaupunkte. 


144 94,8 95,3 95,6 96 98 ¢ ¢ 62 
Schmelzpunkte. 
146,5 135 115 110 100,2 101 91 75 65. 


Diese Daten sprechen fiir die Existenz einer Molekiil- 
verbindung mit dem Molekularverhiltnis 1:1 der Komponenten. 


4. Sarkosinanhydrid + Dibenzyl-fS-naphthylamin. 
Dibenzylnaphthylamin wurde durch Einwirkung von Benzy!- 
chlorid auf §-Naphthylamin in alkalischer Lésung erhalten.’ 
Aus Kssigsiiureithylester und dann aus Alkohol umkrystallisier 

Schéne, farblose, glanzende Krystalle vom Schmelzp. 119,3°. 


Daten fiir die Auftauschmelzkurve (Fig. 10). 


Gewichtsprozente Dibenzylnaphthylamin. 


() 22,7 40 59,6 65 73 86,2 91 100. 
Auftaupunkte. 
144 103,8 103 103 102,8 103) 103,83) 105 118. 


Schmelzpunkte. 
146.5 1405 1849 1263 121,2 108 110 - 113.2 119,3. 
Nach diesen Daten, die eine Kurve ergeben, die aus 
zwei Asten besteht. die sich im eutektischen Punkt schneiden, 


1) Morgan. Soc. Bd. 77, S. 825 (1906). 
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existiert keine Molekiilverbindung zwischen Sarkosinanhydrid 
und Dibenzyl-f-naphthylamin. 


5. Sarkosinanhydrid + Carbazol. 
Das reine (umkrystallisierte) Carbazol schmolz bei 238°. 


Daten zur Auftauschmelzkurve (Fig. 17). 


Gewichtsprozente Carbazol. 
0 10 20 30 33 35 38 40 45 50 60 TO 80 90 100 


Auftaupunkte. 
144 118 118 118 118 118 118 118 118 118 118 1385 1387 188,5 2385 


Schmelzpunkte. 
146 141 133 119,5 122,5 125 128 180 136 151 176 199 216,5 230,3 238 
Nach dem Verlauf der Auftauschmelzkurve geben Sar- 
kosinanhydrid und Carbazol eine Verbindung 1:2 miteinander. 
Bei der Bestimmung der héheren Schmelzpunkte ist zu_be- 
achten, daB Carbazol leicht sublimiert. 


6. Sarkosinanhydrid + Diphenylamin. 

Das zur Untersuchung benutzte reine Diphenylamin 
schmolz bei 55°. Zur Darstellung der Molekiilverbindung 
lést man monomolekulare Mengen der Komponenten in sehr 
wenig 96°/,igem Alkohol und laBt dann krystallisieren. Feine 
Nadeln vom Schmelzp. 92—93°. Die gleiche Verbindung wird 
erhalten, wenn man die Komponenten Sarkosinanhydrid und 
Diphenylamin in den Molekularverhiltnissen 11/,:1 (II) und 
1:13/, (II) nimmt; sie bildet dann spréde, durchsichtige 
Prismen vom Schmelzp. 92—93°. 


I. 4,067 mg Substanz gaben 0,422 ecm N (756 mm, 20°). 


Il. 4,540, : , 0,476 ,, 5, (159 ,, 18%! 
i. 3,907 ,, és » O82 ,» » OO ~ BE 
Ber. (Molekularverhaltnis 1:2) 11,67°/, N 

I I II 


Gef. 12,02, 12,28, 12,269), N 
Obgleich der Stickstoffgehalt etwas zu hoch ist, so liegt 
doch die reine Molekiilverbindung vor, da der Schmelzpunkt 
der Verbindung genau mit der Maximaltemperatur der Schmelz- 
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a 


kurve tibereinstimmt; reines Diphenylamin gab ebenfalls einey 
etwas zu hohen Stickstoffwert. 

Die Verbindung wurde dann zur Kontrolle ihrer Zu- 
sammensetzung in die Komponenten zerlegt. 0,2172 g Sub. 
stanz wurden fein gepulvert und 24 Stunden lang bei Zimmer- 
temperatur unter hiufigem Umschiitteln mit 15 com Wasse: 
stehen gelassen. Dann wurde der Riickstand abfiltriert, mit 
10 ecm Wasser gewaschen, getrocknet und gewogen. Ks hinter- 
blieb ein Riickstand an reinem Diphenylamin von 0,1486 ¢. 
Da sich in der angewandten Wassermenge bei Zimmer- 
temperatur 0,028 g Diphenylamin lésten, so enthielt die an- 
gewandte Substanzmenge 0,1514 g = 69,71 °/, Diphenylamin. 
Fir das Molekularverhiltnis 1:2 berechnet sich ein Dipheny|- 
aminwert von 70,41°/). 


Daten zur Auftauschmelzkurve (Fig. 18). 
Gewichtsprozente Diphenylamin. 
() 20 = 40 50 60 TO 80 90 95 100 
Auftaupunkte. 
144 S88 88 88 88 90 50 30 5004 
Schmelzpunkte. 
146 137 1185 1075 89 98 91 79,5 65 55 
Die Kurve weist eindeutig auf eine Molekiilverbindung 
1:2 hin. 
c) Systeme aus Sarkosinanhydrid und Indolderivaten. 
1. Sarkosinanhydrid + Tryptophan. 
, rs, - 


CH,N \SN-CH,, | | | , 4H.0. 
‘CH,—CO” S77 ee NH, 
NH 


Zur Darstellung der Molekiilverbindung lést man 0,4 ¢ 
Sarkosinanhydrid und 0,14 g Tryptophan in einem kleinen 
Kélbchen auf dem Wasserbad in '/, com Wasser und stellt 
die Lésung in einen Eisschrank. Nach mehreren Stunde 
scheiden sich schéne, zu kleinen Sternchen und Drusen :n- 
geordnete Prismen aus, die zwischen Filtrierpapier abgeprest 
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) und 86 Stunden lang an der Luft getrocknet werden. Das 
lufttrockne Produkt (in ein Bad von 210° eingetaucht) wird 
bei 223—226° sirupés und schmilzt bei 232° unter Gas- 
entwicklung zu einer gelben Fliissigkeit. 
: Wasserbestimmung. 
I. 0,1204 g Substanz verloren im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd 
: 0.0198 g an Gewicht. 
II. 0,1680 g Substanz verloren im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd 
0,0284 g an Gewicht. 
Ber. fir Tetrahydrat 17,23°/, H,O Gef. I. 16,44, II. 16,90°/, H,O 


Bestimmung des Tryptophangehalts der wasserfreien Substanz. 
a) Durch Sublimation. 

Die feingepulverte, itiber Phosphorpentoxyd getrocknete 
Substanz wurde in einem Mikroschiffchen gewogen und dann 
im Preglschen Mikroexsiccator im Vakuum auf 105—116° 
erwirmt. Sarkosinanhydrid sublimierte dann weg und setzte 
sich an den kihleren Stellen des Rohres in Form feiner 
Blittchen ab. Das Erhitzen wurde solange fortgesetzt, bis 
keine Gewichtsabnahme mehr eintrat. 

6,700 mg Substanz zeigten im Vakuum bei 105—110° eine Ge- 
wichtsabnahme von 2,818 mg. 

Ber. (Molekularverhaltnis der Komponenten 1:1) 58,94°/, Tryptophan 
Gef. 57,94°/, Tryptophan. 
3,668 mg des Riickstandes gaben 0,431 cem N (767 mm, 19°). 
Ber fiir Tryptophan 13,72°/, N° Gef. 13,86°/, N 


b) Durch Titration nach Sérensen. 

Durch besondere Vorversuche wurde festgestellt, daB die 
Sérensensche Methode hier anwendbar ist. 

0,1312 g iiber Phosphorpentoxyd getrocknete Substanz 
verbrauchten bei der Titration nach Sé6rensen 3,72 com 
n/10-KOH; die Verbindung enthielt also 0,0759 g = 57,87°/, 
Tryptophan. Fiir das Molekularverhiltris 1:1 der Kompo- 
nenten berechnet sich ein Tryptophangehalt von 58,94°/.. 


2. Sarkosinanhydrid + #-Methylindol. 
Uber die Kigenschaften und die Analyse der Molekiil- 
verbindung aus Sarkosinanhydrid und (?-Methylindol (Mole- 
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kularverhiltnis 1:2) vgl. P. Pfeiffer und O. Angern, Diese 
Zs. Bd. 148, S. 271, Jahrg. 1925. 


Daten zur Auftauschme!zkurve (Fig. 11). 


Gewichtsprozente 6-Methylindol. 
0 30 40 48 5d 65 13,9 Td 85 95 100 


Auftaupunkte. 
144 99 99 99 v9 109 82 82 82 82 v2 


Schmelzpunkte. 
146 1285 106,5 114 118,5 121 119,5 1185 110 89,5 95 

Die Kurve weist eindeutig auf eine Molekiilverbindung 
1:2 hin. 

3. Sarkosinanhydrid + ¢-Methylindol. 

Zur Darstellung der Molekiilverbindung lést man 0,2 ¢ 
a-Methylindol und 0,2 g Sarkosinanhydrid in 1 cem 96°/,igem 
Alkoho! und lift krystallisieren. Feine, weiBbe Nadeln, die zu 
Drusen angeordnet sind, Schmelzp. 85,5—86,5°. Hat man 
Krystillchen der Verbindung zur Verfiigung, so kann man die 
Darstellung mit einer verdiinnteren alkoholischen Loésung 
durchfiihren, indem man durch Impfen die Krystallisation in 
(rang setzt. 

5,383 mg Substanz gaben 0,785 cem N (751 mm, 20°). 

Ber. (Molekularverhiltnis 1:1) 15,40°/, N Gef, 15,72°, N. 
Daten fiir die Auftauschmelzkurve (Fig. 12). 
Gewichtsprozente «-Methylindol. 

0 20 40 45 48 50 60 70 80 90 100 
Auftaupunkte, 

144 81 81 Sl 81 40,5 39,5 39,5 39,5 395 58 
Schmelzpunkte. 
i146 185,5 114 101 86,5 85 82 71 42,5 52 60 

Auch nach diesen Daten existiert eine Molekiilverbin- 
dung 1:1. 


4. Sarkosinanhydrid + Indol. 
Die Verbindung aus Sarkosinanhydrid und Indol kry- 
stallisiert aus einer Lisung der iiquimolekularen Mengen der 





roo 
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Komponenten in sehr wenig 96°/,igem Alkohol in gut aus- 
gebildeten kleinen Prismen vom Schmelzp, 94—95°. 
4,638 mg Substanz gaben 0,645 cem N (755 inm, 19°). 


Ber. (Molekularverhiltnis 1:1) 16,219, N Gef. 16,15°/, N. 


Daten zur Auftauschmelzkurve (Fig. 13). 


Gewichtsprozente Indol. 


0 20 30 40 45 50 5d 60 70 80 85 90 95 100 
Auftaupunkte. 
1438 92 92 92 938 93 — — 35 35 34 35 30 Ol 


Schmelzpunkte. 
146 182 117 101 93,5 93 92 90 80 52 36 45,5 50 58 

Die Kurve beweist die Existenz einer Molekiilverbin- 
dung ii. 

5. Sarkosinanhydrid + Oxindol. 

Die Verbindung krystallisiert aus einer Lésung der mono- 
molekularen Mengen der beiden Komponenten in médglichst 
wenig Alkohol in derben, kurzen, durchsichtigen Prismen, die 
bei 111—112° schmelzen. 

4,475 mg Substanz gaben 0,580 cem N (764 mm, 20°). 


Ber. (Molekularverhiltnis 1:1) 15,27°/, N Gef. 15,18°/, N 


Daten zur Auftauschmelzkurve (Fig. 14). 
Gewichtsprozente Oxindol. 
0 20 30 40 £48 ys) 65 70 80 100 


Auftaupunkte. 
144 107 107 107 «108 97 97 96 96 124 


Schmelzpunkte. 
146 182 121 109 110,5 109,5 106 102 108 126 
Die Form der Auftauschmelzkurve zeigt die Existenz einer 
Molekiilverbindung 1:1 an. 


6. Sarkosinanhydrid + n,¢-Dimethylindol. 


Das reine n,@-Dimethylindol schmolz bei 57°. Wie die 
Auftauschmelzkurve zeigt, existiert keine Molekiilverbindung 
aus Sarkosinanhydrid und n,e-Dimethylindol. 
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Daten zur Auftauschmelzkurve (Fig. 15). 


Gewichtsprozente Dimethylindol. 
0 30 50 60 70 80 90 %5 100 


Auftaupunkte. 
144 48 48 48 48 48 48 48 55 


Schmelzpunkte. 
146 135 120 109 93 73 52 53 = 57 


7. Sarkosinanhydrid + 2,3,5-Trimethylpyrrol- 

4-carbonsiure-ithylester. 

Zur Darstellung des Pyrrolkérpers wurde Methylithylketo: 
in Isonitroso-methyliithylketon tibergefiihrt, letzteres mit Acet. 
essigester kondensiert und dann das Kondensationsproduk: 
reduziert. Aus waBrigem Methylalkohol umkrystallisier: 
mikroskopisch feine Nadeln vom Schmelzp. 102—103°. Nach 
dem Verlauf der Auftauschmelzkurve existiert keine Verbin- 
dung zwischen Sarkosinanhydrid und dem Pyrrolkérper. 


Daten zur Auftauschmelzkurve (Kurve 16). 
Gewichtsprozente Pyrrolkérper. 
0) 20 80 40 50 60 70 80 90 100 
Auftaupunkte. 


144 3 73 7 T-.7 %T T3 4101 


-~1 
an 
we 


Schmelzpunkte. 
146 188 132 122 112 95 76 86 96 103 


Auftauschmelzkurven. 


In den Auftauschmelzkurven dieser Arbeit sind die Schmelz: 
punkte durch einfache Kreise, die Auftaupunkte durch Doppel- 
kreise oder zentrierte Kreise gekennzeichnet. Die Ordinaten- 
achse ist die Temperaturachse; auf der Abszissenachse sind 
von links nach rechts die Gewichtsprozente der Mischungen au 
der dem Sarkosinanhydrid beigefiigten Komponente aufgetragen. 








a] 








Untersuchungen 
iber das Zustandekommen der bésartigen Geschwiilste. 


4, Uber den Gehalt von normalen und Krebsgeweben 
an Milchsaure, Cytochrom und Glutathion. 


Von 
R. Bierich, A. Rosenbohm und K. Kalle. 


(Krebsinstitut Hamburg-Eppendorf.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6, Januar 1927.) 


Fiir die folgenden Untersuchungen war das Ergebnis von 
Mitteilung Il von Bedeutung, daB das Cytochrom, das 
Keilin im Muskel und einigen anderen tierischen Organen 
nachgewiesen hat, nach unseren Befunden ein regel- 
maBiger Bestandteil aller normalen epithelialen Ge- 
webe der Warmbliiter ist.) 

Bei diesen Untersuchungen hatte sich ergeben, daB der 
Cytochromgehalt der epithelialen Gewebe stark variierte, am 
héchsten in den epithelreichsten Geweben gefunden wurde 
und mit Zunahme des Bindegewebes auf Null abnahm. Ge- 
sundes Krebsgewebe verhielt sich beziiglich seines Cytochrom- 
gehaltes wie normales epitheliales Gewebe und stimmte mit 
diesem auch darin iiberein, daB ein bindegewebsreicher Krebs 
von ‘Typus des Scirrhus — trotz seines bésartigen, in- 
iltrierenden Wachstums — ein schwaches Cytochromspektrum 
gab. Nach dem eben Mitgeteilten ist dieser Befund auf die 
Zellarmut — bzw. den Bindegewebsreichtum — des unter- 
suchten Gewebes zuriickzufiihren. Wie das Bindegewebe der 


'!) Uber den Cytochromgehalt des Hautepithels war es schwierig, 


zuverlissige Befunde zu erhalten, In den giinstigen Fallen wurde ein 


Spektrum beobachtet, das den Banden B + C + D des Cytochroms ent- 
sprechen kann. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXIV. 4 
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epithelialen Organe verhielten sich alle yon uns untersuchte: 
bindegewebigen Formationen — mit Ausnahme des Muskels 

Als Beispiel des Cytochromgehaltes normaler Gewebe is: 
nachfolgend der durchschnittliche Cytochromgehalt von Kanin- 
chen-, Schweine-, Katzen- und Rattenorganen angefihrt, von 
denen die einzelnen Tiergruppen unter gleichen iuBeren Be. 
dingungen untersucht sind. 

Herz (4—5 Cytochromlinien) > Niere, Gehirn > Riicken. 
mark, Retina, Ovarien, Hoden, Leber, Zungenmuskel, Magen. 
schleimhaut (4 Cytochromlinien) > Darm, Pankreas, wenig be- 
wegter Extremitiitenmuskel (Kaninchen, das durch einen enge: 
Kiifig in seiner Fortbewegung behindert war), Thymus, Schild- 
driise (3 Linien) > Nebenniere, Halslymphdriise, Thymus! 
(2 Linien) > Uterus- und Magenwand, peripherer Nerv > Arteri: 
Vene, Sehne (0). In Milz und Lunge wurde Cytochrom bishe: 
nicht nachgewilesen. 

Uber den Cytochromgehalt von bésartigen Tumoren finde: 
sich Angaben in Tab. I und IJ, in denen unsere Bestimmungen 
an 26 bzw. 30 (37) Mammakrebsen mitgeteilt sind. Aus 'T'ab. | 
geht hervor, daB der Cytochromgehalt dieser Mammakrebs: 
im allgemeinen um so gréBer gefunden wurde, je reicher das 
untersuchte Gewebe an Krebszellen war und umgekehrt. Dae 
Cytochrom ein intracellulires Pigment ist, war verstiindlich. 
daB Krebstumoren in ihren zerfallenen Teilen kein Cytochrom 
nachweisen lassen. SchlieBlich folgt aus dem Gesagten, dal: 
auch Krebse ein und desselben Organs sich beziiglich ihres 
Cytochromgehaltes nur vergleichen lassen, wenn sie anniihern’ 
gleichen Gehalt an Krebszellen haben. 

Die regelmaBigen Beziehungen, die wir zwischen Zellzal! 
und Cytochromgehalt der Mammakrebse festgestellt haben, be- 
stehen ebenso fiir den Milchsiture- und den Glutathiongehalt 
dieser Tumoren (Tab. I, III und IY). 

Die Beziehungen zwischen Zellzahl und Milchsiiure-, Cyto- 
chrom- und Glutathiongehalt wurden —- worauf hier aus- 
driicklich hingewiesen wird — an Mammakrebsen festgestellt 


1) Neugeborene Katzen. 
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Die menschlichen Krebse anderer Organe, wie z. B. des Magen, 
und des Darmes (Tab. VI und VII) scheinen in bezug au: 
Cytochrom und Glutathion dieselben Beziehungen wie di 
Mammakrebse aufzuweisen. Ein abschlieBendes Urteil hieriibe: 
kann jedoch wegen der relativ kleinen Zahl dieser Krebse 
zurzeit nicht abgegeben werden. 


Tabelle II. 
30 (37) Mammakrebse. 








Zahl der Anzahl Anzahl der Krebse 
Cytochromlinien der Krebse in °/, 

0 1 (3) 3,3 (8,1) 
bis 2 7 (7) 23,4 (18,9) 

2 7 (9) 23,4 (24,3) 

3 5 (7) 16,6 (18,9) 

4 6 (7) 20,0 (18,9) 

3 4 (4) 13,3 (10,8) 








Tabelle ILL 


Beziehungen zwischen Zellzahl — Cytochromspektrum — Milchsiiur 
und SH (eolorimetrisch). 














Nr. Fixationszeit') | Zellzahl | Cytochr. | Milchsiiure SH. 
79?) 30° ?) 850 0—2 82,5 0,0 
8d 50’ 3) 1800 0—2? 33,6 0,2 
67 etwa 20’ ”) 3500 0—2 124,0 1,7 
66 28’ 3) 4000 2 126,0 1,0 
86 55’ *) 8500 3 174,0 0,9 
68 b 30’ 3) 8500 5 233,0 2,1 
69b 20’ 8) 13000 5 276,0 2,5 

















Unsere bisherigen Untersuchungen iiber den Milchsiure-, 
Cytochrom- und Glutathiongehalt von normalen und Tumor- 
geweben haben ergeben, daB diese 3 Bestandteile sowohl in 
normalen wie in Tumorgeweben vorhanden sind. Beziiglich 
dieser Substanzen lassen sich also in beiden Gewebstypeu 
keine qualitativen Unterschiede nachweisen (vgl. Tab. IV und V). 


) Fixationszeit = Zeitraum zwischen Entnahme des Gewebes aus 
dem lebenden Kérper und seine Fixierung. 

*) Nach der Operation in Kiskiiltemischung auf bewahrt. 

3) Auf Eis gekihlt. 
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Zellzahl, Spektrum, Milchsaure- und SH Werte von 


Tabelle IV. 


und Mammatumoren. 


normaler Mamma 





Fixations- 
zeit 
Mamma normal 76 60’ 3) 
Adenofibrom 71 30’ 


4s 


Mamma-Ca 


‘netastat. Driise) 
69a] 75’) 


Mamma-Ca 


92 | 2—10' 


70 etwa 245 
73 120° 
95 2—10’ 


69b 20’ ?) 





Zellzahl 


6500 
13000 





Cytochr. 





Tabelle V. 


Cytochrom-, Milchsiiure-, SH-Gehalt 
von normalen und Tumorgeweben. 





Milch- 


sure 


SH in 10g 
Gewebe 
als mg 


BaSO, 


1,9 
3,0 
3,6 
6,6 
10,9 


15,8 


13,4 





21,5 





Hirn (Ratte) . 
Muskel (Ratte) 
Niere (Ratte) . 
Leber (Ratte) 
Rattensarkom 
Mamma-Ca 

Ma-Fibrom 71 
Ma-normal 76 


') Nach der Operation in Eiskiltemischung auf bewahrt. 
*) Auf Eis gekiihlt. 
*) Milchsiiurewert nicht bestimmt. 
*) Milchsiurewert nicht brauchbar, da das Gewebe erst 2 Stunden 
nach der Operation fixiert wurde und daher einen viel zu hohen Milch- 
siurewert haben muBte. 





Zellzahl 


oo etwa 4 
~~ etwa 3—4 


iiber 6000 


oo 


etwa 850 





chrom 


Cyto- 


o 
Q 
Q 





Milchsiure 


70 
100 (Herz) 
40 
24 
90—142 
iiber 200 
36 


12 





SH als mg 
Glutathion aut 
100 g Gewebe 


144 


32 (Skelettmuskel) 


150 
214 


140—156 


176 


34 
20 
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Tabelle VL 

Magen-Krebse. 

Glutathion 
z — ' rtochrom-] ..., .. ’ : 

Nr. | Alter | Fixationszeit nies _— Milsiiure |” ae BasO, SH kolor. 

linien auf 10 g 

Gewebe 
re) 63 22—40’ 0 bis 2—3 4) 213 12,4 1,4 
90] 52 50’ 2 128 5,9 - 
93 1 69 oni ‘ 47 4,3 
94} 45 etwa 15’ ~~ 181 6,5 -- 
auf Eis 
104 a4 s 4 116 9,2 
Metastat. Driisen 

40 50 105’ 2—3 145 _ 0,9 
42 | 58 90—105' 2-5 135 1,6 
56 36 120’ 2—3 170 — 1,3 
61 45 120’ 2—4 -— — 1,7 
34 61 — 2 — 1,4 
82 71 2 — — _ 

Tabelle VII. 

Darm-Krebse. 
19 57 15 2 168 — 1,0 
65 59 60’ 2 oo _ 1,4 
53 | 61 120 2 130 se 0,6 
39 66 - 2 — — 
108 59 10’ 3 154 3.3 — 

me Coecum-, sonst Rectum-Ca. 


wurde in Mitteilung 1?) berichtet. 


Anmerkung I. 


Uber unsere Auffassung, wie die An- 
reicherung von Milchsiure im Krebsgewebe zustande kommt, 


Die seither auf diesem 


Gebiete gesammelten Krfahrungen haben uns darin bestiirkt, 
daB diese Milchsiiureanreicherung tatsiichlich durch eine Re- 


') Nach Bestrahlung mit der Bogenlampe traten durch Reduktions 
wirkung 4—5 Linien auf. 
*) Diese Zs. Bd. 155, S. 245 (1926). 
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synthesehemmung und nicht — wie Warburg angenommen 
hat — durch eine gesteigerte Reaktionsgeschwindigkeit der 
Zuckerspaltung zustande kommt. Warburg hat neuerdings!) 
sich zu dieser Frage folgendermaBen geiiuBert: ,,Die erste 
Annahme wire, daB bei der Umbildung der normalen in die 
Carcinomzelle die Fahigkeit zu giren ansteigt. Bei niherer 
Uberlegung ist dies unwahrscheinlich*... ,,Die zweite und 
wabrscheinlichere Annahme ist, dab bei der Kntstehung der 
Carcinomzelle die Girung nicht beschleunigt wird. Dann 
miiBte das normale Gewebe, aus dem das Carcinom hervor- 
seht, einzelne Zellen enthalten, die bei der Erstickung ebenso 
stark giiren wie die Carcinomzellen, und nur aus solchen Zellen 
wiirden sich Carcinomzellen entwickeln.“ 

Wir haben keinen Grund, dieser neueren Hypothese — 
uach der die Krebszellen aus praformierten embryonalen Zellen 
entstehen sollen — vor unserer den Vorzug zu geben. In 
allgemeinen ist zu sagen, daB die Methoden der Milchsiure- 
bestimmung nicht imstande sind, die Milchsiiurebildung eines 
iebenden, sondern nur die eines iiberlebenden Gewebes fest- 
zustellen. Auch die wenigen Faille, in denen es uns gelang 
in 380—60 Sekunden das Gewebe aus dem lebenden Zusammen- 
hang zu fixieren, beantworten die Frage nicht, wieviel Milch- 
siure in dem betreffenden Gewebe unter natiirlichen Be- 
dingungen gebildet wird. 

Fir die Héhe der Milchsdiure, Glutathion- und vielleicht 
auch der Cytochromwerte sind die methodischen Bedingungen, 
unter denen die Werte gewonnen werden, maBgebend. Von 
diesen Bedingungen zeigten Zeit und — in noch nicht voll- 
stiindig geklartem Umfange — T’emperatur auf die Milchsiure- 
und die Glutathionwerte einen so wesentlichen EinfluB, daB 
Aussagen iiber den Gehalt der Gewebe an diesen Substanzen 
nur bei strenger Beriicksichtigung dieser Faktoren zulissig er- 
scheinen. 

Da bei Fixierung innerhalb einer Minute  erheblich 
niedrigere Milchsiurewerte erhalten werden, als bei der 


') Zs. f. angew. Chem. H. 32, S. 950 (1926). 
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Fixierung uach 60—90 Minuten, und da die Milchsaurewert: 
besonders in den ersten Minuten nach Isolierung des Gewebe: 
schnell ansteigen, ist es wohl méglich, daB speziell in de: 
ersten Minute ein wesentlicher Anstieg erfolgt. 

Bei Beriicksichtigung des Zeit- und Temperaturfaktors 
darf nicht vergessen werden, daB beide nur so lange angreitfen 
kénnen, als Ausgangsmaterial fiir die Milchsiiurebildung yor- 
handen ist. 

Da jedes excidierte Gewebsstiick eine begrenzte Meng: 
dieses Ausgangsmaterials (Kohlehydrate) enthilt, wird vor alle: 
dieser Gehalt an spaltbaren Kohlehydraten fiir den Verlav: 
der Milchsaéurebildungskurve des Gewebes mafgebend sein. 

Anmerkung II: Es ist hier festzustellen, daB auch di 
SH-Werte (im Widerspruch zu unserer Mitteilung ITJ) sich mit 
der Zeit iindern. So zeigte z. B. Schweineleber bei Fixation 
nach 30 Minuten einen um 24°/, erhdhten, und — nach 
24 Stunden einen bis etwa 59°/, erhéhten Wert gegen Fixation 
nach 6 Minuten. (Die Werte sind in den einzelnen Versuche: 
stark schwankend, aber stets deutlich erhéht.) 

Abnlich zeigte Schweinezunge nach 30 Minuten einen 
Austieg um 27°/,, nach 24 Stunden einen Anstieg um 42°), 


Tabelle VIII. 
Ubersicht iiber Glutathionwerte verschiedener Untersucher 
mit Nitroprussid- (Hopkins, Tunnicliffe) und Stirkeindicator. 

















Hopkins ee - 
(Ratte 2) Tunnicliffe Wir 
Muakel . ...5.% — 35 32 
maeye ft lk lt , 130—140 170 150 
bueber .. «ws tlk 250—3840 200 214 





In ‘ab. VIII sind vergleichsweise die SH-Werte, die 
Hopkins’) und Tunnicliffe*) mit Nitroprussid als 4uBerem 
Indicator und wir mit Stiirke als Jodindicator an den gleichen 


‘') Biochem. Jl. Bd. 15 S. 286 (1921). 
*) Biochem, Jl. Bd. 19, S. 194 (1925). 
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normalen Organen (Muskel, Niere und Leber) erhalten haben, 
zusammengestellt. Sie zeigen untereinander keine wesent- 
lichen Abweichungen, sprechen also dafiir, daB sowohl die 
von Hopkins und Tunnicliffe mit der Nitroprussid- und 
von uns mit der Stirkereaktion erzielten Resultate gut ver- 
sleichbar sind. Diese Feststellung erscheint uns deswegen 
bemerkenswert, weil wir uns nicht haben- davon tiberzeugen 
kénnen, daB die Nitroprussidreaktion in irgendeiner Beziehung 
prizisere Resultate gibt. Wir haben vielmehr den EKindruck, 
daB bei geringen Ausgangsmengen, wie sie z. I’. von Viégtlin?) 
und besonders von Mrs. Holmes?) benutzt wurden, der End- 
punkt der Titration mit Nitroprussid erheblich schwerer be- 
stimmt werden kann, als mit Stirke als Indicator. 

Anmerkung III: Nach den Untersuchungen Keilins, 
die wir bestatigt haben, ist das Cytochrom in der Hete in 
hochreduziertem Zustand. Da die Geschwindigkeit, mit der die 
oxydierte Phase des Cytochroms reduziert wird, nach diesen 
Untersuchungen mit steigender Temperatur zunimmt, miBte 
das Cytochrom bei der héheren Temperatur der Warmbliiter- 
gewebe erheblich schneller reagieren und regelmaBig im hoch- 
reduzierten Zustand gefunden werden, falls die ‘Temperatur 
der einzige maBgebende Faktor fiir den Oxydoreduktionszustand 
des Cytochroms ware. 

Die spektroskopische Untersuchung von méglichst unver- 
inderten normalen und Krebsgeweben hat ergeben, daB in 
einem groBen Teil dieser Gewebe das Cytochrom mehr oder 
weniger stark oxydiert war, sich aber durch chemische oder 
physikalische Reduktionsmittel ebenso vollstiindig und schnell 
reduzieren lieS wie oxydiertes Hefecytochrom. Der Befund 
von oxydiertem Cytochrom léBt demnach daran denken, dab 
schon unter normalen Bedingungen in den Saugetiergeweben 
chemische Substanzen vorliegen kénnten, die imstande sind, 
den Oxydoreduktionszustand des Cytochroms in 4hnlicher 
Weise zu beeinflussen wie es die von Keilin studierten Sub- 


1) Jl. of Biol. Chem. Bd. 70, 8S. 801 (1926). 
*) Biochemical. Jl, Bd. 20, S. 812 (1926). 
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stanzen tun. Bei Anwesenheit solcher Substanzen im Zell- 
medium wire verstindlich, da8 das Cytochrom in den Zellen 
von Warmbliitergeweben normal im z. T. oxydierten Zustand 
vorlige und das — nach Unterbrechung der natiirlichen 
O,-Zufuhr durch die Isolierung des Gewebes — das bis dahin 
oxydierte Cytochrom nahezu momentan reduziert wiirde. 

Aus der Kritik unserer Cytochromuntersuchungen ergibt sich, 
daB wir — mit den heute verfiigbaren Untersuchungsmethoden 
— den Oxydoreduktionszustand des Cytochroms ebenso wenig 
priicise zu bestimmen vermégen wie den des Glutathions. 
(Juantitative Angaben iiber das Cytochrom sind dagegen mdglich. 


























Uber die Spaltung der Phenylaminoessigsiure 
durch Oidium lactis. 
Vou 


M. Chikano und T. Kitano. 


Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Akademie zu Osaka.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10U. Januar 1927. 


Beim Studium des intermediiren Stoffwechsels der Amino- 
siuren wurde das Verhalten der Phenylaminoessigsiure im 
tierischen Organismus bisher schon oft untersucht. Schotten!) 
hat am Hunde festgestellt, dab die Phenylaminoessigsiiure bei 
reichlicher Einfiihrung zum Teil unveriindert, zum Teil als 
Mandelsiiure ausgeschieden wird. Die letztere ist sehr wider- 


standsfihig gegen tierische Oxydation, so daB im Hundekérper 


nur ein geringer Teil in Benzoesiure (Hippursiiure) iibergeht. 

O. Neubauer?) hat auch am Hunde das Schicksal der 
Phenylaminoessigsiiure niiher verfolg:. Dabei hat er im Harn 
auBer einer kleineren Menge Benzoesiure die Ausscheidung 
von ]-Phenylaminoessigsiiure, 1-Mandelsiure und Phenylglyoxyl- 
siure bestitigt. Er hat dann durch die Versuche mit d- und 
1-Phenylaminoessigsiiure festgestellt, da beim Versuch mit der 
d-Modifikation eine gréfere Menge Phenylglyoxylsiure und 
|-Mandelsiure, beim Versuche mit der l-Modifikation aber nur 
eine kleine Menge Phenylglyoxylsiiure nebst der unveriinderten 
Siiure, auBerdem eine kleinere Menge Benzoesiiure und Hippur- 
sure ausgeschieden wurde. Nach Neubauer mu8 die hierbei 
im Harn aufgefundene 1-Mandelsiure durch Reduktion der 

) Sechotten, Diese Zs. Bd. 8, 8. 67 (1883). 

*) O. Neubauer, Deutsch. Arch. f. klin. Med. Bd. 95, S. 211 (1969). 


i 
i 
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vorher gebildeten Phenylglyoxylsiiure entstanden sein. De 
Versuch beim Menschen ergab dieselben Resultate wie am 
Hunde, waihrend am Kaninchen die Reduktion der Pheny|- 
glyoxylsiure zur Mandelsiiure nicht bemerkt wurde. Die 
Durchstrémungsversuche an der Hundeleber mit Phenylamino- 
essigsiure ergaben auch die gleichen Resultate wie beim ganzen 
Tier (O. Neubauer und H. Fischer.}) 

F. Ehrlich?) hat konstatiert, daB die Phenylaminoessig- 
siure auch durch Hefe asymmetrisch gespalten wird. 

Oidium lactis greift — wie schon von F. Ehrlich und 
Kk. A. Jacobsen*) nachgewiesen wurde — sehr leicht 1-Tyrosin 
an, wobei d-Oxyphenylmilchsiure in theoretischer Menge (oder 
in fast theoretischer Menge) gebildet wird. Das Resultat wurde 
von Professor Y. Kotake, M. Chikano und K. Ichihara* 
wieder bestitigt und dadurch erweitert, daf der Schimmelpilz 
auch d,l-Tyrosin, wenigstens im Anfang, asymmetrisch angreiit. 
Nun haben wir uns dafiir interessiert, zu entscheiden, aut 
welche Weise Oidium lactis die Phenylaminoessigsiure spaltet, 
in der Absicht, gleichzeitig zu dem biologischen Desaminierungs- 
vorgang der Aminosduren einen Beitrag zu liefern. 

Unsere Resultate stimmen im groBen und ganzen mit 
denjenigen, die sich aus den Versuchen Neubauers am Hunde 
ergaben, iiberein. Wir fanden bei unserem Versuche, dat 
Vhenylglyoxylsiure und |-Mandelsiure nebeneinander gebildet 
werden. Bei einem anderen Versuche konnten wir auch fest- 
stellen, daB die genannte Ketonsiiure und Alkoholsaiure bei 
Kinwirkung des Oidiums ineinander iibergehen. Wir sind aber 
nicht imstande, daraus auf den Desaminierungsvorgang der 
Aminosiiuren irgendeinen sicheren SchluB zu ziehen. Wenn 
man aber zugleich die Resultate in Betracht zieht, die in 
unserem Laboratorium von Prof. Y. Kotake u. a. bei EKin- 
wirkung von Oidium lactis auf Tyrosin erhalten wurden, so 


1) O. Neubauer u. F. Ehrlich, Diese Zs. Bd. 67, S. 230 (1910). 

2) F. Ehrlich, Biochem. Zs, Bd. 8, S. 445 (1908). 

‘) F. Ehrlich u. K. A. Jacobsen, Chem. Ber. Bd. 44, 8. 888 (1911). 

‘) Y. Kotake, M. Chikano u. K. Ichihara, Diese Zs. Bd. 145. 
S. 218 (1925). 
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jst e§ immerhin wahrscheinlich, da& auch Phenylaminoessig- 
siure durch den genannten Schimmelpilz sowohl oxydativ als 
auch hydrolytisch desaminiert wird. 

Zusammentfassend lauten unsere Ergebnisse wie folgt: 

1. Bei Kinwirkung von Oidium lactis auf Phenylamino- 
essigsiure wird vorwiegend ihre d-Moditikation gespalten, indem 
dabei Phenylglyoxylsiure, 1-Mandelsiiure und Benzoesiiure ge- 
bildet werden. 

2. Phenylglyoxylsiure und 1-Mandelsiiure werden durch 
Kinwirkung von Oidium lactis ineinander iibergefiihrt. 

3. Oidium lactis ist befaihigt, aus Phenylaminoessigsiure, 
Phenylglyoxylsiure und 1l-Mandelsiiure die Benzoesiiure zu 
bilden. 


Der Klarheit wegen sei hier noch ein Schema angefiihrt: 


d,1-Phenylaminoessigsaure 


| oy 
ae a. 
” al 
An a 
d-Phenylaminoessigsiiure 1-Phenylaminoessigsiiure 


(sechwer angreif bar) 
Y 
|-Mandelsiiure ~~” Phenylglyoxylsiiure 


Y 
Benzoesiure 


Experimentelles. 


Das zu unseren Versuchen verwendete Oidium lactis 
stellte uns Prof. Osaki von der hiesigen technischen Hoch- 
schule liebenswiirdigerweise zur Verfiigung. Als Nihrlésung 
diente nach F. Ehrlich und K. A. Jacobsen eine Salz- 
mischung, wozu aber bei uns der Einfachheit halber anstatt 
Invertzuckers immer Rohrzucker zugesetzt war. Beim Versuch 
mit der Nihrfliissigkeit, die mit keinem stickstoffhaltigen Stoft 
versetzt war, wurde iiblicherweise stets etwas Harnstoff hinzu- 
gefiigt. 

Alle unsere Versuchsbedingungen folgten der triheren 
Mitteilung von Prof. Kotake wu, a. 
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1. Versuche mit d,l-Phenylaminoessigsaure. 

Die von uns benutzte Phenylaminoessigsiure wurde, nach 
der Vorschrift von Tiemann’), durch Verseifung des Pheny!- 
aminoessigsdiurenitrils, das bei Kinwirkung von Blausaéure und 
Ammoniak aut Benzaldehyd entsteht, mittels verdiinnter Schwefel- 
siure erhalten. Diese Substanz krystallisierte in Blittchen. 


i. 

In der mit 3g Phenylaminoessigsiure versetzten Nihr- 
tliissigkeit wurde Oidium lactis bei Zimmertemperatur geziichtet 
und die Kultur nach 30 Tagen durch Kochen unterbrochen. 
Die Pilzmasse betrug dabei 1,56 g (getrocknet). Aus der 
Fliissigkeit wurden 0,47 g unveriinderte Siiure gewonnen, die 
aber nach links drehte. 

0,1855 g Substanz in 16 ccm Salzsiiure (4°/, HCl) gelést, 
drehten im dm-Rohr bei Natriumlicht 1,15° nach links. 

D = — 185,77°. 

Die von Phenylaminoessigsiiure befreite Fliissigkeit (etwa 
200 ccm) wurde dann mit Schwefelsiiure stark angesiiuert und 
wiederholt ausgeiithert. Aus dem Ather wurden 1,22 g Sub- 
stanz erhalten. Sie war im Wasser schwer ldslich, krystalli- 
sierte in Blattchen, war sublimierbar und schmolz bei 120 
bis 121°C. Ihre Menge betrug 0,24 g. Die Analyse ergab 
foleende Zahlen: 


0,1628 g getrockneter Substanz lieferten bei Verbrennung 0,4104 g 
CO, und 0,0741 g H,0. 


Gef.: Ber. f. C,H,0,: 
C = 68,75 9, C = 68,83 %, 
He 5,00., H= 4,96 ,, 


Die Eigenschaften und die Analysenzahlen stimmen also 
mit denen der Benzoesiure ganz iiberein. 


Il. 


Aus diesem 29 Tage dauernden Kulturversuch mit 2 g 
d,l-Phenylaminoessigsiiure ergaben sich folgende Resultate: 


‘') Tiemann, Chem. Ber. Bd. 13, S. 383 (1889). 
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Pilazmasse (getrocknet). ......... . O0%g 
Zurickgewonnene Phenylaminoessigsiure . . . . 0,2 g 
0,062 g Substanz drehten in 15 ccm Salzsiure (4°/, HCl), 
in dm-Rohr und bei Na-Licht drehten — 0,66°: 
D = — 135,6°. 
Atherlisliche Substanz . . . . . 0,8 g 


Daraus konnten wir 0,15 g Benzoesiiure erhalten. 


HI. 

Dieser Versuch wurde in der Absicht angestellt, die ither- 
lésliche Substanz aubBer Benzoesiiure zu untersuchen. Dazu 
wurden 1,1 g Phenylaminoessigsiiure verwendet. Die Kultur 
dauerte 20 Tage. Die Pilzmasse (getrocknet) betrug 0,7 g. 

Zuriickgewonnene Phenylaminoessigsiure . . . . 0,25 ¢ 

0,0456 g Substanz drehten, in 19 ccm Salzsiure (4°/, HCl) 
in dm-Rohr und bei Natriumlicht — 0,35°: 

D = — 145,83°. 
Atherliésliche Substanz . . . . . . O,1g 

Daraus wurde 0,07 g Benzoesiéure isoliert. 

Die Mutterlange der Benzoesiure wurde mit Natrium- 
bisulfit versetzt, um die etwa gebildete Ketonsiure zu binden 
und mit Ather mehrmals ausgeschiittelt, um die erwartete 
Mandelsiure zu gewinnen. ‘Tatsiichlich konnten wir dabei eine 
Substanz, die in allen EKigenschaften und ihrem Schmelzpunkt 
(118° C) mit denjenigen der Mandelsiure iibereinstimmte, 1iso- 
lieren. Die Menge betrug 0,17 g und die gewonnene Saure 
zeigte eine Linksdrehung. 

0,1635 ¢ Substanz drehten, in 16 com Wasser geldst, im 
dm-Rohr und bei Natriumlicht — 0,45°: 

D=— 44,03°. 

Die Natriumbisulfit enthaltende Mutterlauge wurde nun 
mit verdiinnter Schwefels’ure stark angesiiuert und die dabei 
befreite Ketonsiure mit Ather ausgeschiittelt. Der beim Ver- 
jagen des Athers zuriickgebliebene Riickstand stellte einen 
Sirup dar. Er wurde mit wenig Wasser aufgenommen und 
mit Phenylhydrazinlésung versetzt, wobei ein gelber Nieder- 
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_ 


schlag sich mit der Zeit immer mehr ausschied. Die Menge 
betrug 0,02 g. Der Niederschlag zeigte unter dem Mikrosko), 
charakteristisch gekriimmte Nadeln von Phenylglyoxylsiure- 
phenylhydrazon, deren Schmelzpunkt bei 160—162° © lag. 


2. Versuche mit Mandelsaure. 


Die zu unserem Zweck gebrauchte Mandelsiure wurde 
nach Winkler’) durch Verseifung von Benzaldehydcyanhydrin, 
das durch EKinwirkung der Blausiure auf Benzyaldehyd dayr- 
gestellt wurde, mittels Salzsiure erhalten. Diese Siure schmo!z 
bei 119°C. 

I. 

In der Niahrfliissigkeit, in welcher 1 g d,l-Mandelsiiure 
und 0,5 g Harnstoff gelést war, wurde Oidium lactis 5 Tage 
lang geziichtet, wobei 0,3 g Pilze (getrocknet) wuchsen. Die 
von den Pilzen befreite Fliissigkeit wurde auf dem Wasser- 
bade bis auf 200 ccm eingedampft, mit Schwefelsiure stark 
angesiiuert und im Extraktionsapparat mit Ather vollstindig 
ausgezogen, wobei 0,82 g Substanz erhalten wurden. Daraus 
konnten wir 0,03 g Benzoesiiure isolieren. 

Die iitherlésliche Substanz, die allergréBtenteils aus Mande!- 
siiure bestand, zeigte, in Wasser gelést, eine deutliche Links- 
drehung. Es laBt sich daraus erkennen, daf die Mandelsiiure 
auch durch Oidium lactis asymmetrisch gespalten wird, indem 
dabei die d-Modifikation Widerstand leistet. 

Die Mutterlauge der Benzoesiiure wurde ohne weiteres 
mit einer salzsauren Lésung von salzsaurem Phenylbydrazin 
versetzt, wobei sich — wie beim Versuche mit Phenylamino- 
essigsiiure — ein gelber Niederschlag von mikroskopischen 
Nadeln abschied. Die gewonnene Hydrazonmenge betrug 0,03 ¢. 


Il, 


Bei diesem Versuch wurden 3g d,l-Mandelsiure dure! 
Oidium lactis gespalten, wobei als Stickstoffquelle der Pilze 
ebenfalls Harnstotf gebraucht wurde. Die Kultur dauerte 


') Winkler, Liebigs Ann. der Chem, Bd. 8. S. 60 (1836). 
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eed 


13 Tage; inzwischen wuchsen die Pilze zu einer Menge von 
21 g (getrocknet). Es wurde 2,76 g itherlésliche Substanz 
sewonnen, worin 0,21 g Benzoesiiure enthalten waren. Die 
letztere wurde mit derselben Substanz vereinigt, die sich aus 
dem letzten Versuch ergab und nach dem Umkrystallisieren 


analysiert. 
0,6131 g Substanz gaben bei Verbrennung 0,4118 g CO, und 
0,0731 g H,0. 
Gef.: Ber. fiir C,H,O.: 
C = 68,86 °/, C = 68,83, 
H= 66. H= 4,96 ,, 


Die von der Benzoesiure befreite Mutterlauge wurde, wie 
oben, mit Natriumbisulfit versetzt und mit Ather ausgeschiittelt, 
wobei 1,18 g Mandelsiure zuriickgewonnen wurden. Sie zeigte 
eine Rechtsdrehung: 

1,1800 g Substanz drehten, in 20 eem Wasser gelist, in dm-Rohr 
bei Na-Licht + 2,910°. 

D =+ 24,74°. 

Um das Vorkommen der Ketousiiure nachzuweisen, wurde 
die Mutterlauge mit verdiinnter Schwefelsiure angesiiuert und 
ausgeithert. Aus dem Atherriickstand konnten wir mittels 
einer salzsauren Liésung von salzsaurem Phenylhydrazin, 0,35 ¢ 
Phenylglyoxylsiiurephenylhydrazon isolieren, das unter dem 
Mikroskop charakteristische Nadeln und denselben Schmelz- 
punkt, wie oben angegeben, zeigte. 


3. Versuche mit Phenylglyoxylsaure. 

Die zu unserem Versuche gebrauchte Phenylglyoxyisiure 
wurde nach ©, Gliickmann') durch Oxydation von Aceto- 
phenon mittels einer Lésung von Kaliumpermanganat dar- 
sestellt. Diese Siiure war sehr leicht im Wasser léslich — 
und schmolz bei 65° C. 

I. 

1 g Phenylglyoxylsiure wurde unter Gebrauch von Harn- 
stoff als Stickstofiquelle durch Oidium lactis gespalten. Der 
Pilz wuchs aber dabei nicht so giinstig wie bei anderen Ver- 


) C. Gliickmann, Mon.-H. fiir Chemie Bd. 11, 5. 246 (1890). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXIY. 15 
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suchen. Die Kultur dauerte 16 Tage, wobei die Pilzmass¢ 
uur 0,23 g (getrocknet) betrug. Die Nihrlésung wurde wie 
iiblich behandelt und 0,58 g iitherlésliche Substanz gewonnen, 
Daraus konnten wir 0,28 g Benzoesiure und 0,42 g Mandel. 
siure isolieren. Die letztere zeigte bei Polarisation eine deut- 
liche Linksdrehung; auSerdem wurden 0,22 g Phenylglyoxy!- 
siurephenylhydrazon erhalten. 


ia. 
Die Pilzkultur mit 1 g Phenylglyoxylsiiure und etwas 
Harnstoff dauerte 14 T'age mit folgenden Ergebnissen 
Getrocknete Pilzmasse . .... . 0,2 g 
Atherlésliche Substanz . . . . . . 0,99¢ 
Daraus wurden 0,4 g Benzoesiure gewonnen. Sie wurdi 
mit derselben Substanz, die sich beim letzten Versuch ergebe: 
hatte, vereinigt und analysiert. 
0,1540 g Substanz lieferten bei Verbrennung 0,3885 g CO, un 
0.0714 ¢ H,O. 


Gef.: Ber. f. C,H,O,: 
C = 68,80 °/, O = 68,838 °/, 
H= 65,19 ,, He 4,96 ,, 


AuBerdem wurden 0,4 g Mandelsiure, die eine deutliche 
Linksdrehung besaB, und 0,14 g Phenylglyoxylsiurepheny)- 
hydrazon isoliert. In diesem Versuche war also die verwendete 
Ketonsiiure fast ganz verbraucht worden. 


4. Versuch mit Phenylglyoxal. 
Das zum Versuch benutzte Phenylglyoxal wurde naci 
L. Claisen und O. Manasse!) folgenderweise dargestellt: 
Nitrosoacetophenon, das bei Behandlung von Acetophenon 
mit Amylnitrit und Natriumiithylat entsteht, wurde nacii 
Pechmann’) in die Natriumbisulfitverbindung der Imidsulfon- 
siure umgewandelt. Die letztere wurde dann mit 30°), 
Schwefelsiiure behandelt; das dabei gebildete Phenylglyoxa! 
wurde ausgeiithert und aus Wasser umkrystallisiert. Der so 
gewonnene Hydrattypus zeigte farblose Nadeln. 





‘; L. Claisen u. O. Manasse, Chem, Ber. Bd. 20, S. 2194 (1887). 
*) H. Peehmann, Chem. Ber. Bd. 20, 8. 2964 (1887). 
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i g Substanz und 0,4 g Harnstoff wurden in der Nahr- 
jiissigkeit gelést und mit Oidium lactis geimpft. Das Pilz- 
wachstum war aber sehr schlecht, so da nach 25tigiger 
Kultur die Pilzmasse 0,1 g (getrocknet) betrug. Aus der ither- 
ljslichen Substanz von 0,88 g wurden 0,37 g Benzoesiure 
ebst 0,1 g harzihnlicher Substanz gewonnen. 

Die Mutterlange wurde nach Zusatz von Natriumbisulfit | 
ausgeithert und auf Mandelsiiure untersucht. Wir erhielten 
dabei 0,1 g Substanz, die bei 62°C schmolz. Diese noch nicht 
identifizierte Substanz verinderte sich beim Lésen in Wasser 
gum ‘Teil harzartig. Die davon abgetrennte Fliissigkeit zeigte 
keine Drehung, und beim Zusatz von Phenylhydrazin wurden 
U,02 g gelber Niederschlag gewonnen, ohne daB er iden- 
tifiziert wurde. 


5. Versuch mit Benzoesaure. 


Dieser Versuch wurde unternommen, um zu entscheiden 
ob die Benzoesiiure, die sich bei allen angefiihrten Versuchen 
eigte, noch weiter durch Oidium lactis zersetzt zu werden 
vermag. Hier wurde ebenfalls Harnstoff als Stickstoffquelle 
benutzt. Die Resultate fielen aber negativ aus. ‘2 g ver- 
wendete Benzoesiiure wurden hierbei quantitativ zuriick- 
sewonnen., 


Roltewauer. . ... sh. & w BE Dage | 
Getrocknete Pilazmasse . ... . 0,85¢g | 
Atherlésliche Substanz . . . . . 1,98¢ | 


Diese Substanz bestand lediglich aus Benzoesiure, so dab 
daraus 1,94 g in reinem Zustande erhalten wurden. 
0,1807 g Substanz gaben bei Verbrennung 0,4555 g CO, und 
0806 g H,O. 
Gef.: Ber. fiir C,H,N.: 
C= 68,729), C = 68,83 %/, 
s £269 .. H= 4,96 ,, 


a’ 








Beitrage zur Kenntnis der Hippursdurebildunge 
im Tierorganismus. 
Von 


M. Sekine. 





Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Akademie zu Osaka. 


(Der Redaktion zugegangen am 10, Januar 1927,) 


Die Entstehungsweise der Hippursiiure (oder Benzoesiure 
im tierischen Organismus ist heutzutage ungefihr klar, und 
besonders beim Pflanzenfresser soll sie von verschiedenen Sub- 
stanzen gebildet werden. Diese Siure wird bei ausschlie!- 
licher Fleischfiitterung immer noch im Harn ausgeschieder 
und sie fehlt sogar bei Inanition nicht, ein Beweis dafiir, da: 
sie zum Teil vom Kiwei8 herstammt. Man glaubtim allgemeine:, 
daB die Benzoeséure dabei in den Geweben aus der Pheny!- 
propionsiure gebildet wird, die im Darm unter Einwirkung de: 
Mikroorganismen aus Phenylalanin entsteht. Zur Begriindung 
dieser Hypothese kinnte man insbesondere folgende Tatsachen 
angeben: 

KE. Salkowski') hat in den Fauloisprodukten der Kiwei- 
stoffe das Vorkommen der Phenylpropionsiure festgestellt, die 
im Organismus in Benzoesiure iibergefiihrt werden kann. 

Baumann?) hat den Nachweis erbracht, daf die Hippur- 
siurebildung beim Fleischfresser ausschlieBlich von der Eiwei'- 
fiulnis im Darm abhingig ist. Er hat nimlich festgestellt, 
daB die Hippursiiure bei Verhinderung der Darmfiulnis nich‘ 
mehr im Harn erscheint. | 

Nach H. Vasilin’) scheint auch beim Pflanzenfresser de: | 





') E. u. H. Salkowski, Chem. Ber. Bd. 12, S. 107 u. 658 (1879). 
*) Baumann, Diese Zs. Bd. 10, 8S. 123 (1886). 
°) Vasilin, zitiert nach Hupperts Harnanalyse. 
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Phenylalaninkomplex der EiweiBkérper eine wesentliche Quelle 
der Hippursiure zu sein. Inwieweit die Darmfiulnis aber bei 
dieser Beobachtung von Bedeutung sein mag, ist nicht klar- 
gestellt. 

Dakin hat am Kaninchen eine groBe Menge Phenylalanin 
intravenés eingefiihrt, aber er hat dabei im Harn nur die un- 
verinderte Saure zuriickgewonnen. 

Magnus-Levy') hat denselben Versuch mit ebenfalls 
negativem Resultate ausgefiihrt. 

Neuerdings haben in unserem Laboratorium Prof. Y. Ko- 
take und M. Konishi’) festgestellt, da8 Histidin im Hunde- 
kérper in Urokaninséure iibergefiihrt werden kann. Diese ‘Tat- 
sache hat nicht nur die Herkunft der letzteren geklirt, sondern 
weist auch darauf hin, daB die Aminosiuren im Organismus 
vor ihrer Decarboxylierung einer #-Oxydation anheimfallen 
kénnen. Hs geht daraus die Méglichkeit von neuem hervor, 
daB Phenylalanin im Tierorganismus unter Umstiinden iiber 
Zimtsiure in Benzoesiiure iibergehen kann. Somit habe ich 
mich unter Leitung von Prof. Kotake nochmals mit der 
Krage der MHippursaiurebildung aus Phenylalanin im ‘Tier- 
kérper beschaftigt. Bei diesem Versuche erfolgte die Kin- 
fihrung des Phenylalanins in den Organismus immer unter 
die Haut, um die Fiaulniswirkung im Darm dadurch vollig 
ausschlieBen zu kénnen. 


1. Hippursdaurebildung aus Phenylalanin. 


Als Versuchstier bediente ich mich des Kaninchens und 
des Hundes. Wahrend der Versuche bekamen die Tiere an 
jedem Tage immer dasselbe Futter und der Gesamtstickstoff 
im Harn blieb dabei ungefahr konstant. 

Die Bestimmung der Hippursiure im Harn wurde nach 
W. A. Cate) ausgefiihrt. Das Verfahren beruht auf der Me- 
thode von Schmiedeberg und Bunge und wurde wie folgt 
ausgefihrt: 

1) Magnus-Levy, Biochem. Zs. Bd. 6, 8. 523 (1907). 

*) Kotake u. Konishi, Diese Zs. Bd. 122, 8. 230 (1923). 

*) Cate, Biochem. Handlex. Bd. 4, S. 33 (1924). 
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Der schwach alkalisch reagierende Harn (eventuell mi: 
Soda alkalisch gemacht) wird zur Trockne eingedampft und 
mit Alkohol extrahiert. Den alkoholischen Auszug dampft ma: 
ein, siuert mit HCl an und schiittelt wiederholt mit Hssig. 
iither aus. Der Essigiither wird dann verdunstet und dey 
Riickstand mit Petrolither ausgezogen, um die etwa vorhau.- 
dene Benzoesiiure und Milchsiure zu beseitigen. Er wird nun 
in Wasser gelést und mit n/10-Natronlauge titriert. 

Der Sicherheit wegen habe ich auch zugleich aus dem 
Harn am Tage der Phenylalanineingabe nach dem oben er- 
wihnten Verfahren die Hippursiure gewonnen, und sie wurde 
durch Schmelzpunktsbestimmung identifiziert. 

Das zum Versuche gebrauchte Phenylalanin war die (l- 
Modifikation, und zwar wurde sie nach einer bekannten Me- 
thode aus Benzoylmalonsiure synthetisiert. Das Phenylalanin 
krystallisierte in kleinen gliinzenden Blittchen und schmolz 
bei 278° C, 

Die Resultate seien tabellarisch angegeben. 

Aus den Tabellen geht hervor, da& Phenylalanin im 'Tier- 
organismus zum kleineren Teil in Benzoesiure iibergehen kann. 
ohne daB die genannte Aminosiure vorher der faulniswirkung 
im Darm unterzogen wird. 





2. Durchblutungsversuch an der Hundeniere mit d,l- Phenyl- 
alanin. 


DaB die Hippursiure am Hunde in der Niere syntheti- 
siert wird, ist schon durch Bunge und Schmiedeberg’. 
Snapper, Griinbaum und Neuberg’) festgestellt worden. 
Nach den genannten Autoren ist sogar die Niere beim Hunde 
das einzige Organ der Hippursiurebildung. Auf Grund dieser 
Tatsache habe ich es unternommen, zu priifen, ob die Hippur- 


!) Bunge u. Sehmiedeberg, Arch. fiir exper. Pathol. Bd. 6, 
3. 238 (1877). 

*) Snapper, Griinbaum u. Neuberg, Chem. Zbl. 1923, 
S. 1638. 


Ne] 
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siurebildung aus Phenylalanin auch an der iiberlebenden Niere 
nachgewiesen werden kann. 

Zur Durchstrémung diente wie iiblich der Apparat von 
Neubauer und Gross. 

Die Hippursiurebestimmung im Blute geschah, wie oben 
beschrieben, dadurch, daB das Blut vorher mit dem doppelten 
Volumen Wasser versetzt (hiimolysiert) und durch Erhitzen unter 
Zutropfen von Hssigsiiure enteiweiBt wurde. 


I, 
Die Niere wog 54,0 g. 

Die Durchstrémungsfliissigkeit bestand aus 500 ccm frischein 
Blut von demselben Hunde (defibriniert), dem 700 ccm Ringer- 
sche Lésung hinzugefiigt wurden. Vorerst dauerte die Durch- 
strémung 30’, und um diese Zeit wurden der Fliissigkeit 200 ccm 
zur Kontrollprobe entnommen. Die iibrige durchstrémende 
Fliissigkeit wurde jetzt mit 1l¢g d,l-Phenylalanin (in 50 ccm 
Ringerscher Lésung gelést und mit Soda neutralisiert) ver- 
setzt und dann 90’ der weiteren Zirkulation unterzogen. Der 
Zirkulationsdruck betrug immer 100—120mm He. 


Durchblutungsversuch. 


E. 
Gefundene Hippursiiuremenge Zunahme der 
pp 8 
Hippursiure- in 1000cem Dureh-  Hippursiiure- 
menge stroémungsfliissigkeit menge 
Versuch: 0,1125 g 0,1125 ¢ 0.0819 
rr ; ; - > i , - oO e ig 
Kontrolle: 0,0161 ¢ 0,0806 ¢ 7 
Li. 


Die Niere wog 58 g. 

Als Durchstrémungsfliissigkeit dienten 442 ccin Blut von 
demselben Hunde + 800ccm Ringersche Lésung. Nach 3&0’ 
Durchstrémung wurden 3800ccm fiir die Kontrollprobe ent- 
nommen und zu der iibrigen Fliissigkeit wurde nunmehr 1 ¢g 
Phenylalanin (in 50ccm Ringerscher Lésung gelést und mit 
Soda neutralisiert) hinzugefiigt und ich lieB sie weiter $0’ 
zirkulieren. Der Zirkulationsdruck betrug 100—120mm Hg. 
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S52 M. Sekine, 


Durehblutungsversuch. 


Il. 
Gefundene Hippursiiuremenge Zunahme der 
Hippursiiure- in 1000 cem Durch- Hippursiure- 
menge stromungsfliissigkeit menge 
Versuch: 0,0953 g 0,1059 g 
Harn: 0,0099 ¢ 
: © 0,0T78 ¢ 
Kontrolle: 0,0084 ¢ 0,0281 g mii intial 


Harn: 0,0029 g 


Versuche mit Phenylbrenztraubensaure und Phenylmilchsaure. 

Ks gelang mir, nachzuweisen, da Phenylalanin im tie- 
rischen Organismus zum geringeren Teile in Benzoesiure um- 
gewandelt und in Form der Hippursiiure im Harn ausgeschieden 
wird. Das Phenylalanin wird nach den bisherigen Unter- 
suchungen, die besonders in unserem Laboratorium ausgefiihrt 
vurden, im ‘Tierkérper tiber Phenylbrenztraubensiure und 
Phenylmilchsiure abgebaut. Es fragt sich nun, ob der Orga- 
nismus — ebenso wie aus Phenylalanin — auch aus der ge- 
nannten nichstliegenden Ketonsiiure oder der Alkoholsiure 
die Hippursiure zu bilden befihigt ist. Da die Lésung dieser 
Frage zur Aufklarung der Bildungsweise der Hippursiiure aus 
Phenylalanin niitzlich erschien, so habe ich mich mit den 
diesbeziiglichen tierischen und Durchblutungsversuchen _ be- 


schiittigt. 
Die von mir gebrauchte Phenylbrenztraubensiure wurde 
— wie iiblich — durch Kondensation von Benzaldehyd und 


Hippursiiure und nachherige Spaltung des gebildeten Azlactons 
mittels Natronlauge gewonnen. Die Phenylmilchsiure wurde 
durch Reduktion der Phenylbrenztraubensiure mit Natrium- 
amalgam dargestellt. 

Hier seien alle Resultate kurz tabellarisch wiedergegeben. 


Durchblutungsversuche mit Phenylbrenztraubensaure. 


Der Durchstrémungsversuch mit Phenylbrenztraubensiure 
wurde zweimal an der Hundeniere unternommen. Als Durch- 
strimungsfltissigkeit diente das Blut von demselben Hunde, das 
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Kaninehenversuch (Phenyliilehsiiure). 














I. 
Harn 
Datum inl a0 ; ., ‘ Bemerkungen 
gewicht | Menge pez. Gesamt-N  Hippursiiure 
Reaktion | ee 
ecm g | g 
21. If. 2150 237 ‘alkalisch 1,014 1,9723 0,2330 Futter: 300 g Tofukasu + 50 g Gemiise 
Harn: normal 

r 22. II. 2150 218 = 1,014 2.0881 0,2010 desgl. 
a 23. IT. 2150 218 F 1,013 18441 | 0,2125 desgl. 
E 24. I. 2160 190 ‘ 1,014 24617 | 0,1550 desgl. 
i 25. II. 2170 272 a 1,012 2,0747 | 0,2221 1 ¢ Phenylmilchsiure subcutan 

26. IL. | 2150 151 : 1,012 24500 |  0,1670 desgl. 

Il. 

23. VIL | 2150 272 alkalisch | 1,012 | 2,8686 | 0,1793 

o4, VI. | 2150 233 , | 1,012 | 18450 | 0,2587 

25. VI. 2160 208 = 1,012 | 16450 | 0,1856 

26. VI. | 2170 25! y 1011 | 1,991 | — 0,1867 

27. Vi. 2200 255 - 1,014 2.9999 | 0,1930 1 g Phenylmilchsiiure subeutan 
~ 28. VI. 2200 290 schwach 1,012 2 2650 0,1802 
rs ulkaliseh | 
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mit Ringerscher Lisung beim 1. Versuch mit dem gleichen 
Volumen, beim 2. Versuch mit der doppelten Menge verdiinnt 
wurde. Beim 1. Versuch wurde das Organ erst 60 Minuten 
leer (Kontrolle) und dann ebensolange mit der genannten Keton- 
siure (Versuch) durchstrémt. Beim 2. Versuch diente zur Kon- 
trolle ohne weiteres die Durchstrémungsflissigkeit. Der Druck 
bei der Durchstrémung schwankte bei beiden Versuchen zwischen 
120—160 mm Hg. 


Hippursiuremenge in 11 Flissigkeit. 


Versuch... . . 0,0538 g 

1. Versuch | Oe, 
\ Kontrolle .. . O089.. 

© Wiedes f Versuch. . 00,0069 ,, 

a yersucn = , 
| Kontrolle . . . . . 0,0065,,. 


Zusammentassend lauten meine Krgebnisse wie folgt: 

1. Die Hippursiurebildung aus Phenylalanin im ‘Tier- 
organismus kann lediglich in den Geweben ohne Teilnahme 
der Darmfaulnis stattfinden. Dieser Vorgang ist also nicht, 
wie allgemein geglaubt wird, ausschlieBlich von der Kiwei- 
faulnis im Darm abhiingig. 

2. Die Hippursiiurebildung aus Phenylalanin ist auch an 
der iiberlebenden Niere nachweisbar., 

3. Subcutan eingespritzt vermag der ‘Tierkérper weder 
aus Phenylbrenztraubensaéure, noch aus Phenylmilchsiure die 
Hippursiiure zu bilden. Der Durchblutungsversuch an der 
Hundeniere mit Phenylbrenztraubensiiure erbrachte auch ein 
negatives Resultat. Ks scheint also die Méglichkeit gegeben, 
daB die Hippursiurebildung aus Phenylalanin iiber Zimtsiure 
erfolgt, analog der Bildung der Urokaninsiiure aus dem Histidin, 
was von Prof. Y. Kotake und M. Konishi nachgewiesen wurde. 


ps pp ra i, 
Fe eed Oe ed ee 

al \ i il ‘ “ 

GH CH COOH CO—NH—CH,—COOH. 
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CHNH, CH 
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COOH COOH 











Zur Physiologie der Milz. 
Von 


K. Mitsuba. 


Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Akademie zu Osaka.) 


Der Redaktion zugegangen am 10, Januar 1927.) 


DaB die Milz im Fotalleben der Tiere ein wichtiges blut- 
bildendes Organ ist, unterliegt wohl keinem Zweifel mehr. 
AuBerdem scheinen diesem Organe mannigialtige Funktionen 
zuzukommen, die zum ‘Teil indessen noch nicht geniigend be- 
griindet sind. 

Aus den bisher von zahlreichen Forschern _bestiitigten 
Ergebnissen und den Hrfahrungen in unserem Laboratorium 
geht es hervor, daf die Tiere in der Milz ein wichtiges Organ 
tir die Zerstérung der Bakterien und der Bakteriengitte be- 
sitzen. Es ist auch allgemein bekannt, dab die Erytrozyten 
in diesem Organ massenhait physiologisch zugrunde gehen. 
Inwieweit die im physiologischen Zustand im Darm gebildeten 
oder besonders in den Organismus hineingebrachten Gifte in 
der Milz zerstért werden, ist bisher noch nicht festgestellt 
worden. 

Manche Gifte, von denen einige schon bei normalem Zu- 
stande im Darm durch bakterielle Zersetzung der Eiweib- 
kérper gebildet werden, paaren sich bekanntlich im Organismus 
mit Schwefelsiure und Glucuronsiure. Dieser Entgiftungs- 


vorgang erfolgt — wie allgemein angenommen — vorwiegend 
in der Leber. 

Wenn die Milz stets auf solche Gilte zerstérend wirken 
soll, so muB es méglich sein, dab bei den entmilzten Tieren 
die Ausscheidung der oben genannten gepaarten Yerbindungen 
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im Harn eine Vermehrung erfihrt. Die Milz ist kein lebens- 
wichtiges Organ und laSt sich ohne nennenswerte Stérung des 
Wohlbefindens der ‘Viere exstirpieren. 

Nach unseren Erfahrungen wird Tryptophan im ‘lier- 
organismus zum geringeren ‘Teil in einen Farbstoff umgewandelt 
und im Harn ausgeschieden.') Da diese Farbstoffbildung aus 
Tryptophan nichts anderes als eine Zerstérung des letzteren 
zu sein scheint, liegt der Gedanke nahe, dali auch dabei die 
Milz eine wichtige Rolle spielt. 

Um in den oben erwahnten Beziehungen Klarheit zu 
schatten, habe ich einige Versuche an normalen und entmilzten 
Tieren unternommen. 

Ais Versuchstiere dienten Kaninchen und Hunde. Die 
Tiere erhielten vorerst eine Woche lang an jcdem ‘Tage das 
cleiche Futter, um die Ausscheidungsmenge der gepaarten 
Schwefelsiure und der Glucuronsiiure ungefihr konstant zu 
erhalten. Dann wurde den Tieren die Milz exstirpiert, und 
der Versuch wurde nach Heilung der Wunde unter denselben 
Bedingungen wie vor der Operation fortgesetzt. | 

Gelegentlich habe ich Phenol oder Anthranilsiure in den 
Organismus eingefiihrt. DaB Phenol im Kérper nach Paarung 
mit Schwefelsiure und mit Glucuronsiure im Harn auftritt, 
ist schon lange bekannt. Nach unserer Feststellung wird 
Anthranilsiure ebenfalls im K6érper durch Glucuronsiiure ge- 
bunden und als eine gepaarte Glucuronsiure im Harn aus- 
sveschieden. In welchem Mafe solche aromatischen Substanzen, 
die sich tiberhaupt gegen tierische Oxydation widerstandsfahig 
verhalten, in der Milz zerstért werden, ist von besonderem 
Interesse. 

In allen meinen Versuchen wurde die Menge der Ather- 
schwefelsiure im Harn bekannterweise als schwefelsaures 
Barium, diejenige der gepaarten Glucuronsiure nach Tollens?) 
ais Glucuron bestimmt. 

Die Ergebnisse sind folgende: 


ee cee 


1 Y. Tani u. K. Mitsuba, Osaka Igakkai Zassi Bd. 24, Nr. 
(1925). 
2) C. Tollens, Diese Zs. Bd. 67, 8S. 138 (1912). 











K. Mitsuba, 


Kaninchen 9 (3000 g). 


I. 








Datum 


9./LV. 


10./1V. 
IV. 
IV. 
JIV. 
/IV. 


30. /1V. 











Behandlung 


Milzexstirpation 





Menge) Spez. 


ecm | Gew. | 
270 1,012 
200 | 1,016 
275 1,014 
296 | 1,013 
254 1,013 
286 1,013 


Harn 


Ather- 
schwefel- 
siiure 


or 
oO 


0,0182 

| 00471 ]0200 

—0,0254 

| 0,0275 

| oan, o00 
0,0312 


Kaninchen ¢ (8100 g). 


0,6 ¢ Phenol (subc.) 


Milzexstirpation 


0,6 g Phenol (sube.) 





197 
214 
206 
268 
182 


202 
235 
144 
195 
224 


If. 


| 1,017 
1,015 
1,016 
1,018 
1,012 
1,018 





| 


1,014 
| 1,022 
| 1,016 
| 1,014 


0,0128 
| oorrsl ones 
| 0,0120 
0,1248 
-0,0148 
| 0,0134 
0,0553 
ost 00849 
0,1481 
0,0233 
| 0,0309 





Kaninchen ¢ (3500 g). 


0,5 g Tryptophan 
(per Os) 


0,6 g Phenol (per os) 





Il. 


1,016 
1,014 


1,014 
1,015 
1,016 
1,015 


0,0220 
0,0190 
0,0286 
0,1677 








Glucuron 


ta 
Sw) 


0,0705 
0,0869 70,0503 
0.0835) 
os 
0,0997 


0,0942 
0.0880! 


0,0443) 
106100052 


0,0506 
0,7251 
0,1168 
0,0554 
0,1151) 
0,1413] 

, 0,8212 

| 0,1045 
0,0979 


0,1282 


/0,0429 
0,0569 


0,0253 | 9 o4gs 
| 0,0586 
| 0,0708 
| 0,7037 


0,0556 
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Iif (Fortsetzung). 
Harn 
) ion | 
Datum Behandlung Menge Spez. schwefel- | Glucuron 
cem | Gew. | siure | . 
g | 6 
= | | , = aeeen 
24,/1. 250 | 1,017 | 0,0250 0,0686|._ 
24/1 — wall Gag beeen bt th 0,0597 
26/1. |1,0g Anthranilsiure}] 280 | 1,014 0,0158) 0,0507 
(per os) | 
Si. 276 | 1,019 | 0,0422 0,4759 
28./T. 240 | 1,015 | 0,0129 0,0569 
30./L. Milzexstirpation —_|j- — _ 
12./II. 275 | 1,016 | 0,0986 
: Peek ee 0,0336 | 7 }0,t006 
13./II. | 0,6 g Phenol (per os)} 310 | 1,014 | 0,0301) ’ 0,1025} ’ 
14./II. 318 | 1,014 | 0,1780 0,7702 
15./IL. 256 | 1,016  0,0408 0,1341 
16./11. | 1,0 g Anthranilsiure} 294 | 1,015  0,0295 0,0970 
(per os) | 
17./II. 285 | 1,016 0,041! 0,6822 
18./LI. 252 | 1,016 0,0364 0,0903 
Hund 9 (4300 g). 
IV. 
24./11, 472 | 1,026 0,0360) 0,0985 
25,/LI. 380 | 1,023 0,0383'0,0376 0,1027 40,0919 
26./II. 10,6 g Phenol (sube.)} 655 | 1,020 0,0385) 0,0746 
27./I1. 846 | 1,023 0,2185 0,6042 
28./II. 275 | 1,019 0,0303 -0,1330 
1./1IL. 280 | 1,019 0,0312 0,0922 
3 TEL. | = Milzexstirpation — — -—- | aan 
17./T11. 235 | 1,032 0,0525), | 0,1580 
0,046: 179 
i8./III. | 0,6 ¢ Phenol (sube.)}| 370 | 1,025 0,0404J ’ 7 oaoea fot , 
19./11I 300 | 1,024 0,2299 | 0,6563 
20./ ILI 382 1,023 0,0449 0,1770 
22./ILI 376 1,022 on248} 0.01 161940172 
23./III. | 1,5 g Anthranilsiiure} 320 1,025 0,0484 -0,1865 
(subcutan) 
24. /TII. 442 1,018 0,0501 1,0320 
mH | ARA Nor 9 ~ 
25./LIT 464 | 1,027 0,0592) 9 0520 pon 1791 
26./IL1. 295 | 1,023 0,0447$ 0,1737J ’ 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXIV. Lo 
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Wie aus den Tabellen ersichtlich ist, vermehren sich die 
gepaarte Schwefelsiure und die Glucuronsdiure im Harn nach 
Entmilzung in betrichtlichem Mage. Dieses Verhiltnis tritt 
ebenfalls — aber etwas weniger deutlich — bei Einfiihrung 
von Phenol oder Anthranilsiure zutage. 

In unserem Laboratorium hat Tani beim Menschen und 
am Kaninchen festgestellt, da die Urochromfarbstoffe (die 
Urinfarbstoffe, die iiberhaupt nicht durch Ammonsulfat fallbar 
sind) bei Eingabe des Tryptophans eine erhebliche Zunahme 
erfahren. Zuniachst habe ich dieselbe Erscheinung beim Hunde- 
versuch festgestellt, um dann dem Tiere die Milz zu ent- 
nehmen und den Versuch weiter fortzusetzen. Es war aut- 
fallenderweise jetzt bei Tryptophaneinfiihrung im Harn keine 
Vermehrung der genannten Farbstoffe wahrzunehmen, wie aus 
folgenden ‘Tabellen hervorgeht. 


Hund @ (11950 g). 























I. 
Harn 
Datum Behandlung Menge esta 
eem ns ae (Einheiten 
Echtgelb) 
20./1V. 280 1,031 667 
21,/IV. 410 1,027 630 
22./TV. 0,7 g Tryptophan 360 1,029 | 668 
23./1V. 305 1,029 | 910 
24. /1V. 250 1,028 | 615 
25, /1V. 540 1018 651 
Hund 9 (6000 g). 
Il. 
11./V. 120 1,039 413 
12./V. 122 1,050 435 
14./V. 0,5 g Tryptophan 70 1,054 88 
15./V. | 138 1,043 882 
18./V. 90 1,043 387 














20./V. 110 1,039 400 


1) E. Weiss, Biochem. Zs. Bd. 30, 8. 34 (1911). 

















oe. 
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II (Fortsetzung). 
Harn 

Datum Behandlung Menge : a | pcos 

sins pea, \*eWs | (Einheiten 

Echtgelb) 
23./V. 149 1,038 368 
29./V. 100 1,046 388 
30./V. 120 1,045 760 
2./VI. 87 1,051 A477 
4,/VI. 67 1,050 362 

8./VI. Milzexstirpation _ —- - 
6./VII. 90 1,038 290 
9./VII. 0,5 g Tryptophan 79 1,041 232 
10./VI. 100 1,042 274 
14./VII. 62 1,039 256 
16./VII. 1,0 ¢ Tryptophan 182 1,038 350 
17./VIL. 15 1,044 | 380 
21./VII. 72 1048 272 
24./VIL. 102 1048 325 
Hund 9 (6700 g). 
Ili. 

6./V. 188 1,031 622 
sig 0,5 ¢ Tryptophan 285 1,088 578 
8./V. 385 1,027 1100 
11./V. 212 1,084 549 
23./V. 220 1,035 657 
25./V 248 1,023 661 
26./V 250 1,027 826 
29./V. 145 1,036 680 
11./VI. Milzexstirpation — a a 
6./VI. 267 1,029 370 
10./VII. 0,5 g Tryptophan 262 1,028 463 
11./VII. 165 1,032 432 
14,/VIL. 175 1,037 362 
20./VII. 215 1,018 430 
22./VII. 1,0 g Tryptophan 217 1,018 464 
23./VII. 255 1,018 415 
24./VII. 248 1,016 365 
26./VII. 148 1,022 375 
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Kaninchen ¢ (3700 g). 
IV. 
Harn 
; , | Urochrom- 
Datum Behandlung Menge bitten! farbatoffe 
cem — "| (Kinheiten 
| Echtgelb) 
17./I. 258 1016 | 8336 
18./I. 282 1,016 358 
19,/I. 0,5 g Tryptophan 288 1,014 310 
20./I. 262 1,014 703 
21,/T. 314 1,015 368 
22. /I. 315 1,016 348 
Kaninchen ¢& (3100 g). 
ve 
28./II. 204 1,016 | 357 
1/11. 237 1,016 | 361 
2./1IT. 158 1,017 | 342 
3./III. 184 1016 701 
4./III. 314 1,014 362 
13./IT1. Milzexstirpation _ — — 
24./1II. 194 1,015 239 
25./III. 260 1,016 243 
26./II. 270 1,015 298 
27. /TII. 202 1,019 279 
28./III. 235 1,014 280 
8./LV. 225 1,014 293 
9./1V. 0,5 g Tryptophan 262 1,014 326 
10./IV. 212 1,015 351 
11./IV. 278 1,012 348 








Die durch Injektion von Phenylhydrazin oder durch Ver- 
blutung animisch gemachten Tiere werden durch Behandlung 
mit Tryptophan schnell wieder hergestellt, und die Restitution 
des Himoglobingehaltes geht dabei, im Gegensatz zu nicht 
behandelten Tieren, derjenigen der Erythrozytenzahl voran. 
Dieses interessante Ergebnis, das in unserem Laboratorium 
erst von Hirasawa?) erreicht und von Takemura, Tatsui, 


) S. Hirasawa, Osaka Igakkai Zassi Bd. 20, Nr, 8 (1921). 
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Mitsuba, Okagawa u. a.) erweitert wurde, erleidet nach 
Y. Okagawa durch Entmilzung der Tiere eine wesentliche 
Verinderung, so daB die Wirkung des Tryptophans nicht mehr 
zutage tritt. Niheres wird spiter von Okagawa. berichtet 
werden. 


Zusammenfassung. 
1. Nach der Milzexstirpation erfihrt — wenigstens eine 
Zeitlang — die Menge der gepaarten Schwefelsiure und der 


Glucuronsiure im Harn eine erhebliche Vermehrung. Diese 
steht mit der Anidmie, die sich nach der Entmilzung zeigt, in 
keiner Beziehung. Diese Erscheinung tritt auch bei Phenol- 
oder Anthranilsiureeinfiihrung auf, eine Tatsache, die dafiir 
spricht, daB die Milz auf verschiedene Gifte zerstérend wirkt. 

2. Die Bildung der Urochromfarbstoffe aus Tryptophan 
im Tierorganismus scheint in der Milz vor sich zu gehen. 
Wenigstens spielt dies Organ bei diesem Vorgang eine wich- 
tige Rolle. 





Takemura, Tatsui, Mitsuba, Okagawa u. a. noch nicht 
publiziert. 














Uber das Schicksal der Anthranilsiure im Tierkérper. 


Von 
K. Mitsuba und K. Ichihara. 





(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Akademie zu Osaka.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. Januar 1927.) 


Kiner von uns (Ichihara) ist beim Studium der Kynuren- 
siiure darauf gekommen, mit Anthranilsiure auf Kynurensaure- 
bildung im Tierkérper zu priifen. Er hat dabei festgestellt, 
da8 Anthranilsiure im Kaninchen- und Hundeorganismus nicht 
in Kynurensiure iibergeht, sondern daB die verabreichte Siure 
zum ‘Teil im Organismus in Uraminobenzoesiure iibergefihrt 
und im Harn ausgeschieden wird. 

Es wurde inzwischen von einem von uns (Mitsuba) ge- 
gefunden, daB der Harn der Tiere, denen Anthranilsiure ge- 
geben wurde, immer eine intensive Linksdrehung zeigt. Wir 
konnten durch genauere Untersuchungen nachweisen, daf diese 
Drehung durch eine gepaarte Glucuronsiure, héchstwahrschein- 
lich die Anthranilsiureglucuronsiure, bedingt wird. Gelegent- 
lich haben wir auch weitere Versuche angestellt, um das Ver- 
halten aller Aminobenzoesiuren im Tierkérper vergleichend 
zu studieren. Uber alle diesbeziiglichen Versuche berichtet 
die vorliegende Mitteilung. 

Zuniichst méchten wir hier kurz einen Blick auf die bisher 
publizierten Abhandlungen werfen, die mit unseren Versuchen 
in enger Beziehung stehen oder zu unseren Untersuchungen 
Veranlassung geben. 

Tierversuche mit Anthranilsiure sind bisher schon oft 
unternommen worden. H. Hildebrandt?) wies nach, daB alle 


1) H. Hildebrandt, Hofmeisters Beitriige Bd. 3, S. 365 (1902). 
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Aminobenzoesiiuren, in den Kaninchenorganismus eingefiihrt, 
zum Teil unveriindert wieder im Harn ausgeschieden werden. 
KE. Salkowski!) fand im Harn der Tiere, denen m-Amino- 
benzoesiure gegeben wurde, Uraminobenzoesiiure und Amino- 
hippursdure. Nach H. Kleist?) soll Anthranilsiure beim 
Menschen und am Hunde, nicht aber am Kaninchen eine 
Glucosurie verursachen. 

Hs ist T. Sasaki’) gegliickt, durch EKimwirkung der Sub- 
tilisbakterien auf Tryptophan die Anthranilsiure zu gewinnen, 
und er wies dabei auf die Méglichkeit hin, da8 Kynurensiure 
im Tierkérper aus Anthranilsiure synthetisiert wird. 


Experimentelles. 
Versuche tiber Kynurensaurebildung aus Anthranilsaure. 


Die Kynurensiiureuntersuchung im Harn erfolgte wie iib- 
lich nach Jaffe. 

1, Kin Hund (6200 g) bekam am 22. 1V. 2,5g Anthranil- 
siure als 10°/,ige mit Soda neutralisierte Lésung unter die 
Haut in zwei Portionen eingespritzt. Der bis zum nichsten 
Tage gesammelte Harn wurde auf Kynurensiure untersucht. 
Das Resultat fiel aber negativ aus. 

Am 23. 1V. wurde demselhen Hunde noch einmal 2,52 
Anthranilsiiure subcutan injiziert. Im Harn war indessen keine 
Kynurensiure vorhanden. 

2. Ein Hund (8500 g) erhielt am 13. V. 1,5g Anthranil- 
siiure subcutan und am 16.V. 3,0g derselben Siure wieder 
subcutan. Der Harn wurde auf Kynurensiiure mit negativem 
Resultat untersucht. 

3. Ein Hund (9750 g) bekam am 16. V. 3,0 g Anthranil- 
siiure subcutan, ohne daB das Tier im Harn Kynurensiure 
ausschied., 

4. EKinem Kaninchen (2500g) wurden am 11.1V. 3,5 ¢ 
Anthranilsiure unter die Haut injiziert, ohne da8 im Harn 
eine Spur Kynurensiiure nachgewiesen wurde. Am 19. IV. 





1) E. Salkowski, Diese Zs. Bd. 7, S. 113 (1882). 
2) H. Kleist, Ber. der Firma Schimmel & Co. 
8) T. Sasaki, Jl. of Biochem. (Japan) Bd. 2. 
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wurden demselben Tiere wieder 3,0 g Anthranilsiure eingespritzt. 
Im Harn war keine Kynurensiure vorhanden. 

5. EKinem Kaninchen (2800 g) wurden am 18.1V. und am 
19.1V. je 1,5g Anthranilsiure eingespritzt. Im Harn war keine 
Kynurensiure nachweisbar. 

6. Einem Kaninchen (2600 g) wurden am 28.1V. 7,0 ¢ 
Anthranilsiiure injiziert. Im Harn war keine Spur Kynuren- 
siture vorhanden. 


Uraminobenzoesaurebildung aus Anthranilsaure. 


Der stark angesiuerte, zur Kynurensaiureuntersuchung ge- 
brauchte Harn wurde jetzt mit Ather ausgeschiittelt, wobei 
eine Substanz reichlich in Ather iiberging, die sich beim Ver- 
dunsten des letzteren krystallinisch abschied. 

Diese Substanz ist in kaltem Wasser fast unléslich, schwer 
in kaltem Alkohol, leichter in Ather léslich. Sie ist sublimier- 
bar beim Erhitzen. Die noch mehr oder weniger unreine Sub- 
stanz, die sich aus verschiedenen Versuchen ergab, wurde nach 
Kjeldahl der Stickstoffbestimmung unterzogen. 











ites Verbrauchte N 
Nr. omosranZ | n/10-Schwefelsiure Bt 
im g : in °, 
in cem 
I 0,2714 28,7 14,80 
IL 0,1463 16,5 15,79 
Ill 0,2860 30,6 14,97 











Es wurde die gewonnene Substanz mittels Natronlauge in 


Wasser gelést und eine Zeitlang erhitzt, abfiltriert und durch 
Zusatz von Salzsiiure wieder ausgefallt. Der abfiltrierte Nieder- 
schlag wurde aus heiSem Alkohol und dann aus heiBem Wasser 
umkrystallisiert, und damit die Stickstoffbestimmung ausgefiihrt. 








Sub Verbrauchte : 
Nr. " omen n/10-Schwefelsiure ‘ N 
in g . in °/, 
in ecm 
I 0,1550 19,0 17,16 
I 0,1387 16,9 17,06 
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Die Stickstoffzahlen stimmen also mit denen des Anthra- 
nilsiurehydantoins (N= 17,28°/,) gut iiberein. Es laBt sich 
mit Recht annehmen, daB Anthranilsiiure im Tierorganismus 
in Uraminobenzoesiure umgewandelt und im Harn ausgeschie- 
den wird. 

Der Sicherheit wegen haben wir nach Dakin Anthranil- 
siurehydantoin durch Erhitzen der Anthranilsiure mit Kalium- 
cyanat dargestellt und sie mit der oben erwihnten Substanz 
verglichen. Beide stimmten in allen Kigenschaften vollig iiberein. 

Die von uns gewonnene Uraminobenzoesiiure war aus dem 
Harn dargestellt, der vorher zum Zweck der Kynurensiure- 
bestimmung auf dem Wasserbade eingedampft wurde, und des- 
halb halten wir es fiir méglich, daB die genannte Uramino- 
benzoesiiure kiinstlich auBerhalb des Koérpers gebildet worden 
ist. So haben wir wiederum den Versuch unternommen, zu 
entscheiden, ob sie sich wirklich aus dem frischen Harn iso- 
lieren labt. 

1. Kin Kaninchen (2500 g) bekam in der Zeit vom 30, V. 
bis 15. VI. im ganzen 19,5g Anthranilsaure subcutan ein- 
gespritzt. Inzwischen wurde der Harn an jedem Tage durch 
Druck am Bauch des Tieres ausgepreBt und mittels eines Ex- 
traktionsapparates ausgeithert. 

2. Kin Kaninchen (2450 g) erhielt innerhalb der Zeit vom 
8. V. bis 15. VI. 11,5¢ Anthranilsiiure subcutan und der Harn 
wurde tiglich mit Ather extrahiert. 

Aus dem Versuch 1 und 2 konnten wir insgesamt 0,7 g 
Uraminobenzoesiure in reinem Zustand isolieren. 

3. Kin Kaninchen (2550g) bekam in der Zeit vom 19. VII. 
bis 23. VII. 9,0g Anthranilsiure ebenfalls subcutan und der 
Harn wurde wie oben ausgeiithert. 

4, Kin Kaninchen (2500 g) bekam in der Zeit vom 21. VII. 
bis 23. VII. 7,5 g Anthranilsiiure eingespritzt und der Harn 
wurde wie oben verarbeitet. 

Die Versuche 3 und 4 ergaben insgesamt 0,23 g Uramino- 
benzoesiure. 

5. EKinem Hund (8000 g) wurden innerhalb von 4 Tagen 
(27. VIL. bis 80. VIT) 11,0g Anthranilsiure unter die Haut in- 
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jiziert. Aus dem Harn konnten wir in einer kleinen Menge 
(0,05 g) Uraminobenzoesiure isolieren. 


Man ist jetzt also berechtigt, zu behaupten, daB Anthra- 
nilsiure zum geringeren Teil im Organismus in Uraminobenzoe- 
siure tibergefiihrt wird. 


Anthranilsiiure ist sehr leicht in Ather léslich, und sie 
laBt sich ganz leicht aus der Liésung ausiathern. Trotzdem 
geht die Anthranilsiure, die im Harn ausgeschieden wurde, 
mit der Zeit nur langsam in Ather tiber. Merkwiirdigerweise 
wurde beim Abdampfen des Harns — der vorher mit Ather er- 
schépfend extrahiert war — stets eine betriichtliche Menge Ur- 
aminobenzoesiure neugebildet. Auf diese Weise haben wir aus 
dem Harn des Kaninchens (letzter Versuch 3 und 4) 1,22 g 
und aus dem Harn des Hundes (Versuch 5) 0,45¢g Uramino- 
benzoesiure wiedergewonnen. Dieser Umstand wird dadurch 
verstiindlich, daB der Harn die Anthranilsiure nicht in freiem 
Zustand enthalt, sondern in gebundener Form, die beim Er- 
hitzen leicht in Zersetzung geht, wobei Anthranilsiure frei 
gemacht wird. 

Das Anthranilsiurehydantoin krystallisiert in Prismen, ist 
sublimierbar, in kaltem Wasser fast unléslich, schwer in kaltem 
Alkohol und Ather, leichter in hei8em Wasser léslich. 


Eine neue gepaarte Glucuronsaure. 


Zufalligerweise hat einer von uns (Mitsuba) am Harn 
eines Hundes, dem Anthranilsiure gegeben wurde, eine intensive 
Linksdrehung beobachtet, eine Erscheinung, die bisher niemals 
erwihnt wurde. Durch spiitere Versuche haben wir bestitigt, 
daB sie an Hunden und Kaninchen bei Verabreichung der 
Anthranilsiiure immer zum Vorschein kommt, und daB dabei 
der Harn stets die Trommersche Probe ergibt. Die von 
Kleist — wie einleitend erwihnt — im Harn des Anthranil- 
siiurehundes gefundene reduktionsfahige Substanz wire dann 
kein Zucker, sondern nichts anderes als unsere linksdrehende 
Substanz. Sie tritt indessen, im Gegensatz zur Angabe Kleists, 
auch im Harn des Kaninchens auf, dem Anthranilsiure ge- 


I iit 
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geben wurde. Da8 unsere Substanz nichts mit Zucker zu tun 
hat, wurde leicht durch die Giarungsprobe entschieden. 

Der zu untersuchende Harn wurde mit Bleizucker aus- 
gefillt, und das entbleite Filtrat bei niedriger Temperatur kon- 
zentriert. Sein Reduktionsvermégen entsprach einer 1°/, igen 
Traubenzuckerlésung. Die Fliissigkeit wurde mit Bierhefe 
versetzt und 36 Stunden lang im Brutofen stehen gelassen; es 
wurde dabei aber keine nennenswerte Kohlensiureentwicklung 
beobachtet, wahrend bei der Kontrollprobe mit 1°/,iger Trauben- 
zuckerlésung eine reichliche Kohlensiureentwicklung bemerkt 
wurde. Nach der Vergirung verschwand die Reduktionskraft 
bei der Kontrollprobe, wiihrend sie beim Harn unverindert 
zuriickblieb. 

Wie aus dem folgenden Versuche ersichtlich wird, ist 
unsere linksdrehende Substanz sehr leicht zersetzlich. 

Kinem Kaninchen (2400 g) wurden 3 g Anthranilsiure in 
zwei Portionen subcutan eingespritzt. Der in den folgenden 
24 Stunden gesammelte Harn (140 ccm) wurde zuniichst durch 
Bleizucker ausgefallt und sofort polarimetrisch untersucht. Die 
Linksdrehung betrug dabei 1,40°. Dann wurde der Harn mit 
Schwefelwasserstoff behandelt. Die von dem gebildeten Blei- 
sulfid abfiltrierte Lésung zeigte aber nur 0,79° Drehung nach 
links, Sie wurde nun mit Bleiessig gefillt, wobei die links- 
drehende Substanz niedergerissen wird, und die Fallung wurde 
mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Die Fliissigkeit (120 ccm) drehte 
jetzt nur 0,22° nach links, eine Drehung, die beim Erhitzen 
wieder verschwand. 

Bei Zersetzung der linksdrehenden Substanz bekommt der 
Harn, besonders beim Hinzufiigen von Alkohol, eine prachtvolle 
Fluorescenz, die durch die dabei freigemachte Anthranilsiure 
verursacht wird und sich auch bei einer Anthranilsiurelésung 
zeigt. Der frische Harn enthalt aber gewohnlich nur eine ge- 
ringere Menge Anthranilsiure in freiem Zustand, 

In der oben erwihnten Substanz l4Bt sich den Eigen- 
schaften nach in erster Linie eine gepaarte Glucoronsiure ver- 
muten. Diese Annahme erschien deswegen um so wahrschein- 
licher, da der Harn stets mehr oder weniger deutlich Orcin- 
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Salzsiure- und Phloroglucin-Salzsiiureprobe zeigte. Er ergah 
keine charakteristische Phenylhydrazinverbindung. Wir konnten 
auch nachweisen, da8 der Harn bei Destillation mit Salzsiure 
eine gréBere Menge Furfurol liefert. 

Zur Identifizierung unserer Substanz haben wir zunichst 
das Verhalten des Versuchsharns zu Mineralsiuren genauer 
untersucht. 


Der Harn wurde mit Schwefelsiure bis zu einem Gehalt 
von 5°/, versetzt und im Kolben unter RiickfluBkihler 4 Stunden 
lang auf dem Sandbad mit folgendem Resultat gekocht: 


| Reduktionskraft: entspricht einer 0,625°/, igen 
‘T'raubenzuckerlésung. 


Urspriinglicher Harn 
| Drehung 0,60° im dm-Rohr bei Na-Licht. 


Reduktionskraft: betriichtlich abgenommen. 


Nach dem Erhitzen Drehung: nicht mehr wahrnehmbar. 


Dann haben wir in der Absicht, das Verhalten des Ver- 
suchsharns gegen Alkalien festzustellen, folgende Versuche aus- 
gefiihrt: 

Der Harn wurde durch Zusatz von Atznatron alkalisch 
gemacht und bald darauf spektroskopisch untersucht, wobei 
schon die Drehung nicht mehr vorhanden war, wiihrend das 
Reduktionsvermégen zuriickblieb. Wir haben auch dabei fest- 
gestellt, da die Linksdrehung unserer Substanz bei geeigneter 
Spaltung einer Rechtsdrehung Platz macht. Hier sei beispiels- 
weise ein Versuch angefiihrt: 

Der Harn wurde mit Bleizucker ausgefallt und vom Filtrat 
mittels Schwefelwasserstoffs entbleit, in niedriger Temperatur 
konzentriert, dann mit Natronlauge bis zu einem Gehalt von 
5°/, NaOH versetzt und sofort untersucht. Die Ergebnisse 
sind folgende: 

Urspriingliche Flissigkeit chsh bs positiv. 


Reduktion: stark positiv. 


y h ; 
Nach dem Alkalizusatz Drehung: —0,11° 


(sofort untersucht) 


Reduktion: stark positiv. 


Nacl Ikalizuss 
Nach dem Alkalizusatz Dedene: 402°. 


(iiber Nacht stehen gelassen) 
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Nach der Zersetzung mit Natronlauge wurde der Harn 
stark angesiuert und mit Ather ausgeschiittelt, wobei eine in 
Nadeln krystallisierende Substanz in dem Ather iiberging. Diese 
Substanz stimmt in allen Eigenschaften mit Anthranilsiiure 
iiberein und schmolz dementsprechend bei 143° C. 

Weitere Versuche wurden unternommen, um zu entscheiden, 
in welcher Menge Glucuronsiiure (oder Glucuron) in frischem 
Harn bei Anthranilsiureeinfiihrung ausgeschieden wird. 


V. Kaninchen 2080 g. 




















Harn : 
: ri oe cae 
= rn © ° =e | ne 8) 
= Behandlung a | SE | posktion a 4 18S ” 
= $3 | Be | Pigs |se 
a" | 2) | A] a |g 
th. 225 1,010; schw. | — | — | 0,0164 
| _ alkalisch | | | 
2. Il. 235 | 1,010} desgl | — | — | 0,0138 
3. Il. | 1,0g Anthranil- | 220 1,015! neutral — — | 00148 
siiure subcutan | | | 
4. II. 225 (1014; 4, | — | + | 0,024 
5. IT. 250 1,015 schw. | —  — | 0,0208 
_ alkaliseh | 
6. Il. | 1,5g Anthranil- | 220 1,018 desgl. ~- - | 0,0126 
siiure subcutan | 
7. Ah 245 1,018 desgl. — | — | 0,0247 
gs. II. 260 1,002| desgl | — | — | 0,0179 


Daraus geht deutlich hervor, dab die Glucuronmenge im 
Versuchsharn betrachtlich, oft itiber das 6fache des normalen 
Gehaltes zunimmt. 

Wir sind schon oft bestrebt gewesen, unsere gepaarte 
Glucuronséure in krystallinischer Form zu erhalten. ‘Trotz 
groBer Bemiihungen gelang es uns indessen nicht. 

Es la8t sich aber aus dem Erwiihnten mit groBer Wahr- 
scheinlichkeit annehmen, daB wir eine neue zum KEstertypus 
gehérige gepaarte Glucuronsiiure vor uns haben, die bei Spal- 
tung Anthranilsiure und Glucuronsaure liefert. DaB unsere 
Substanz eine sehr intensive Linksdrehung besitzt, ist also 
von besonderem Interesse. Wenn man auf Grund des gefun- 
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denen Furfurolwertes die spezifische Drehung unserer Substanz 
berechnen will, so betrigt sie ungefahr —130°. 

Gelegentlich haben wir den EinfluB der Aminobenzoe- 
siuren auf die Atherschwefelsiituremenge vergleichend unter- 
sucht. Es ergaben sich folgende Resultate: 


I. Kaninchen 2350 g. 























Harn 
§ - o = 
£ Behandlung aD | 8 b = 4 Sea : 
BS &§5| 8 o | Reaktion| - | 5 | a¥ ww] 5 & 
ti = ~ $5 5} a ~ = < 
4. IJ]. |m-Aminobenzoe-} -- _~ — oo | — 
saure (1,0) per os 
5. ZL. 254 | 1,016 | alkalisch | - - | 0,0118 | 0,0670 
6. IIL. 221 | 1015 a —  — |0,0104 | 0,0772 
7. II. 170 | 1,017 Is — , — | 0,0143 | 0,0545 
8. III. {m-Aminobenzoe-; 193 | 1,016 n -~ ~- |0,0079 0,0730 
sdure (1,5) per os 
9. TIT. 230 | 1,017 io — — |0,0147 0,0890 
II. Kaninchen 2750 g. 
4. III. | p-Aminobenzoe-}| — | — | fief | aa 
saure (1,0) per os | | | 
' | | 
. IT. 230 | 1,018 | alkalisch | — | — | 0,0216 | 0,0784 
| | | | 
6. Til. 225 | 1,015! , | —. — |0,0181|0,0874 
1. 255 1,016) 4, '—  — |0,0308!0,0515 
8. III.|p-Aminobenzoe-} 235 (1,017; ,, | — — | 0,0269! 0.0835 
stiure (1,5) per os | | | 
9. III. 220 | 1,023 * /— | —  0,0296 | 0,0670 
Zusammenfassung. 


1. Anthranilsiure geht im Tierorganismus nicht in Ky- 
nurensdure iiber. 

2. Anthranilsiure wird zum kleineren Teil im Organismus 
in Uraminobenzoesiure iibergefiihrt und im Harn ausgeschieden. 

3. Der Harn der Tiere, denen Anthranilsiure gegeben 
wurde, zeigt eine intensive Linksdrehung und ein Reduktions- 


vermégen. Beide Kigenschaften riihren von dem Vorhanden- 
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sein einer gepaarten Glucuronsiure her, die héchstwahrschein- 
lich Anthranilséureglucuronsiure ist. 

4, Unter den Aminobenzoesiuren geht im Organismus nur 
die o-Verbindung, die Anthranilsiure, eine gepaarte Verbindung 
mit Glucuronsiure ein. 

5. Unter den Aminobenzoesiiuren verursacht nur die An- 
thranilsiiure in ganz geringem Grade die Vermehrung der Ather- 
schwefelsiuremenge im Harn. Ob dabei im voraus etwa Sali- 
cylsiure gebildet wird, kénnen wir vorliufig nicht bestimmt 


aussagen, 








nt 





Zur Chemie des Blutfarbstoffes. 
5. Mitteilung. 
Uber die Beziehung zwischen Hamatin und Hamochromogen, 
Von 
Felix Haurowitz. 


Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der deutschen Universitat in Prag.) 


(Der Redaktion zugegangen am 14, Januar 1927.) 


Die Umwandlung des Hiimatins in Hamochromogen ist 
in letzter Zeit Gegenstand zahlreicher Untersuchungen ge- 
worden, die sich die Aufgabe stellten, den hierbei stattfindenden 
Sauerstoffverbrauch festzustellen. Infolge der intensiven Farbung 
der Lésung, ferner infolge des groBen Molekulargewichtes bzw. 
des geringen Verbrauches an Reduktionsmittel, waren durch 
Titrationsmethoden keine sicheren Werte zu erzielen. Die 
Uberwindung der Schwierigkeiten gelang jedoch glatt durch 
Verwendung einer gasanalytischen Mikromethode. 

Die Anwendung des Hydrazinhydrates als Reduktionsmittel 
ergab fiir alle untersuchten Himatine, daB sie beim Ubergang 
in die entsprechenden Hiimochromogene stets ein H auf ein 
Fe-Atom aufnehmen, bzw. ein OH abgeben. Die Gleichung 
fiir diesen Vorgang ist daher entweder nach I oder Ul zu 
schreiben, je nachdem ob man im Hamochromogen 4 oder 
5 O-Atome anzunehmen hat. 

I. 4 Hiimatin + N,H, = 4 Hiimochromogen + N, = 4H,0. 

II. 4 Himatin + N,H, = 4 Himochromogen + N.. 

Es wiirde also nach (1) 4 OH in 4 H,0O iibergehen, nach 
(II) dagegen 40 in 4 OH. Den gleichen H-Verbrauch haben 
Conant), Heubner?) und Meier®) beim Ubergang von Met- 
himoglobin in Hamoglobin gemessen. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXIV. 17 
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Die Anwendung des Hydrazins muBte Bedenken erwecken, 
da sich dasselbe an der Luft, noch leichter aber bei Anweseu- 
heit von Katalysatoren zersetzt. Die im folgenden beschrie- 
benen Versuche ergaben, da8 unter den gewdhlten Versuchs- 
bedingungen keine Zersetzung zu befiirchten ist. 


Methodik. Die Versuche wurden in dem van Slykeschen‘ 
Mikroapparat zur Bestimmung des Amino-N vorgenommen, wobei die 
Hempelsche Pipette als iiberfliissig weggelassen wurde. In den Gas- 
entwicklungsraum wurde das entsprechende Hamatin oder dessen Himin 
in Pulverform oder als Suspension oder Lésung eingebracht. In jedem 
Falle wurde mit dem Lésungsmittel nachgespiilt, so daB im ganzen 6 cei 
desselben vorhanden waren. Hierauf wurde durch Einleiten eines 
N,-Stromes die Luft aus dem Apparat verdriingt und gleichzeitig die 
Lésung mit N, gesiittigt. Sodann wurde die Verbindung mit der Mebf- 
biirette hergestellt, die vorher vollkommen mit n-NaOH gefiillt worden 
war. Nun wurde nach Heben der Niveaukugel abgelesen, genau 2 ccm 
5°/,iges N,H,.H,O (vorher mit N, gesiittigt) eingebracht, die ganze Zeit 
ordentlich geschiittelt und von Zeit zu Zeit das Niveau in der MeBbiirette 
abgelesen. Die Reaktion war bei allen Priiparaten in 2—3 Minuten be- 
endet. Zur Kontrolle wurde jedoch stets 1 Stunde stehen gelassen und 
neuerlich abgelesen. Es wurde niemals eine weitere Gaszunahme be- 
obachtet. 























Tabelle I. 
= 2 Entwickelter N, 
Z. 3 bp 2 ees eee 
ai Priparat Ba le pt PO Te Aquiv| Lésungsmittel 
4 O om 
S cr o°* mg auf 
Fa —_— (korr.), 1 Fe 
1 Himin 0,100 | 7,80 | 0,92 | 1,01 | 0,256 n-NaOQH 
2 : 0,112 | 7,80 | 0,91 | 1,03 | 0,288 n-NaOH 
3 f 0,098 | 7,35 | 0,85 0,97 | 0,263 n-NaOH 
4 0,0972 | 7,80 | 0,90 | 1,03 | 0,286 | NH,-Cl-Puffer 
Pu = 8,7 
3 0,1092; 7,80} 0 0 , O- | Na-Acetatpuffer 
| | Pa = 4,7 
6 . 0,0940| 7,80 | 0,75 | 0,86 | 0,288 | 20°/, Pyridin 
7 | Dimethylhimatin | 0,100 | 8,40 | 0,95 | 1,05 | 0,250 ]10°/,alkoh.NaOH 
8} Mesohiimatin | 06,0902] 5,46 | 0,65 | 0,73 | 0,294 n-NaOH 





9 "i 0,0887 | 5,46 | 0,58 | 0,66 | 0,270 n-NaOQH 
10 | Himato—Himatin | 0,0178 | 8,40 | 0,20 | 0,22 | 0,294 n-NaOQH 
11 Himin 0,101 | 7,80] 0,85 | 0,93 | 0,288] 5°/, NaCN 
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Priparat 3 wurde aus Pferdeblut gewonnen, alle anderen aus 
Rinderblut. Das von Serum befreite Blut wurde dazu 3mal mit 3°/, NaCl 
auf der Zentrifuge gewaschen, der Erythrocytenbrei nach Heidelberger’) 
durch Toluol von den Stromata befreit und die himolytische, etwa 20°), 
Hb enthaltende Fliissigkeit in die 4fache Menge siedenden Eisessigs 
gebracht und weiter nach Schalfejeff*) behandelt. Der Eisengehalt der 
erhaltenen Krystalle war 7,8 (Rind) bzw. 7,35°/, (Pferd). Da die Ver- 
suche vollkommene Parallelitiit zwischen Eisengehalt und entwickeltem 
N, ergaben, wurde auf Umkrystallisieren in allen Fallen verzichtet und 
die Rohpriparate nicht weiter gereinigt. Der Fe-Gehalt wurde gravi- 
metrisch nach dein bereits beschriebenen’) Verfahren bestimmt. 

Das Dimethylhimatin wurde aus Himin nach Kiister‘) dargesteilt, 
das Mesohaématin nach dem Verfahren von Willstaitter und M.Fischer’‘), 
das Himato-Himatin nach dem von Zaleski") fiir Mesohimatin beschrie- 
benen Verfahren durch Einfiihrung von Eisen in Nencki-Himatoporphyrin. 
Dimethylhimatin wurde wegen seiner Schwerldéslichkeit in alkoholischer 
Lauge untersucht. Es enthielt 6,7°/, CH;, war also groBen Teils trime- 
thyliert. — Das Mesohiimatin war mit KCl verunreinigt. — Die an- 
gewandten Pufferldsungen waren n/15-Lésungen von NH,-NH,Cl bzw. 
Essigsaure-Natriumacetat. 

Aus den Versuchen geht mit aller Deutlichkeit hervor, 
daB auf jedes Atom Kisen durchschnittlich 0,25 Molekiile N, 
entwickelt werden, entsprechend 1 Atom H. Dabei ist voraus- 
gesetzt, daB die Zersetzung des Hydrazinhydrates nach der 
Gleichung N,H, = N, + 4H verliuft. Ks ist jedoch bekannt, 
daB Hydrazinhydrat durch Platin und andere Katalysatoren in 
NH, und entsprechend geringere Mengen N, und H gespalten wird. 
Bei den bekannten katalytischen Eigenschaften des Blutfarbstoffes 
wiren solche Zersetzungen zu befiirchten. Aus den folgenden 
Griinden ist jedoch ein anderer Zerfall als der oben beschriebene 
und vor allem ein katalytischer Zerfall auszuschlieBen: 

1. Ein Aquivalent N, geniigte zur Reduktion von 4 Aqui- 
valenten Hiimatin; bei keiner anderen als der beschriebenen 
Gleichung werden 4 H-Atome auf 1 N,-Molekil frei. 

2. Die Reaktion verlief derart schnell, daB in 2—3 Minuten 
ihr Endpunkt erreicht war, wahrend die katalytische Zersetzung 
des Hydrazins nur langsam, im Laufe von mehreren Stunden 
erfolgt (vgl. z.B. Tanatar?}). 

3. Die reduzierte Himochromogenlésung gab nach Zer- 


stérung des iiberschtissigen NH, (durch Durchleiten von Luft) 
¥T° 
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und Zusatz von NaOH bei Destillation im Preglschen}? 
Mikrokjeldahlapparat keine fliichtigen Basen, enthielt also sicher 
kein NH,. 

Das Hydrazinhydrat reagiert in gleicher Weise wie mit Hiimatin 
auch mit alkalischen Lésungen von Kaliumferricyanid. Dasselbe wird 
quantitativ zu Ferrocyanid reduziert, wobei auf 4 Molekiile 1 Aqui- 
valent N, frei wird. Diese Reaktion wurde von Ray und Sen") sowie 
von Cuy und Bray”) zur quantitativen Bestimmung des Hydrazins 
uusgearbeitet. Sie gestattet ferner Ferricyanide exakt neben Ferro- 
cyaniden zu bestimmen. Kontrollversuche mit Ferricyankalium in der 
oben beschriebenen Apparatur verliefen in gleicher Weise wie die Ver- 
suche mit Hiimatin und gaben theoretische N,-Mengen. 

Die Einwirkung des Hydrazinhydrates auf Hiimatin erfolgte 
nur dann quantitativ, wenn es in sehr groBem Uberschu8 
angewandt wurde. Aus dem folgenden Versuch, der stets an 
5 cem einer 2,32°/jigen Hamatinlésung (in NaOH) bei Zusatz 
wechselnder Mengen N,H,.H,O (in 5°/,iger wibriger Liésung) 
vorgenommen wurde, geht dies deutlich hervor. 





Tabelle II. 
Aquivalente | Entwickelte Menge 
phous N,H,. H,O N, in cem 
1 2,0 0,25 
2 2,5 0,33 
8 5,5 0,63 
4 40,0 1,28 
5 50,0 1,26 
6 1000 1,26 








In Versuch 6 wurde 50°/,iges Hydrazinhydrat zugefiigt. — Die 
Gasentwicklung war auch in diesen Versuchen stets nach 2—3 Minuten be- 
endet, weitere Gaszunahme im Verlauf einer Stunde nicht zu beobachten. 

In den Versuchen der T'abelle I ist daher auch stets etwa das 
40fache der berechneten Menge des Reduktionsmittels zugesetzt 
worden. Die Tatsache, da8 aquivalente Mengen Hydrazinhydrat 
nur ganz geringe Werte geben (auch bei langerer Dauer der 
Versuche) mégen, wie die Bedenken gegen Selbstzersetzung 
dieses labilen Reduktionsmittels Ursache dafiir gewesen sein, 
daB trotz vielfacher Verwendung in der Blutfarbstoffchemie, 
niemals die Wirkung auf Himatin quantitativ verfolgt wurde. 
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Die Versuche der Tabelle I wurden spektroskopisch 
verfolgt. Dabei wurde stets die Umwandlung des Spektrums 
des alkalischen Himatins in jenes des Himochromogens be- 
obachtet, in Versuch 11 jenes des Cyanhiimatins in jenes des 
Cyanhimochromogens, in Versuch 6 Umwandlung des 2 streifigen 
durch Pyridinzusatz entstehenden Spektrums in jenes des 
typischen Pyridinhimochromogens. 

Dies steht in EKinklang mit den Versuchen Zeyneks!), 
nach denen der durch Pyridinzusatz aus Hiimin entstehende 
Farbstoff mit dem 2streifigen Absorptionsspektrum wie ein 
Himatin- und nicht wie ein Hamochromogenderivat reagiert, 
daher nicht ohne weiteres als Himochromogenderivat betrachtet 
werden darf. Aus der durch Pyridin und unter Umstinden 
durch NaOH bewirkten Umwandlung in einen Farbstoff mit 
2streifigem Absorptionsspektrum hat Kiister!") den SchluB 
gezogen, dai Hiimatin durch intramolekulare Umwandlung in 
Hamochromogen iiberginge, nimlich durch Reduktion des Kisens 
und Oxydation in der Seitenkette; dem Reduktionsmittel kime 
nur katalytische Eigenschaft fiir den Ablauf dieses Prozesses 
zu; wesentlich sei blo® die alialische Reaktion. Dem gegeniiber 
zeigt Versuch 6 wie auch die Versuche von Roche!"), daB 


Pyridin auf den Verbrauch an Reduktionsmittel ohne HinfluB ist. 


Die abweichenden Versuchsergebnisse von Roche"), der 
in mithevollen, eingehenden Arbeiten festgestellt hat, da 4 Aquivalente 
Na,S,O, zur Reduktion von einem Hiimatinmolekiil benétigt werden, 
werden durch die eben erdrterte Notwendigkeit eines groBen Uberschusses 
restlos geklirt. Es gilt also zu ihrer Beurteilung die gleiche Kritik, 
durch die Conant’) die Arbeiten von Nicloux iiber die Reduktion 
des Methiimoglobins beleuchtet hat. Wiihrend nach Roche 4 Aquivalente 
Na,S,0, notwendig sind, um ein Molekiil Hiimatin zu reduzieren, sind 
nach Tabelle IL etwa 10 Aquivalente Hydrazinhydrat dazu notwendig. 
Dies zeigt, daB das Gleichgewicht 


Himatin — OH = Hiimochromogen 


stark nach der linken Seite der Gleichung verschoben ist, und dab das 
reduktionspotential der allein anwendbaren schwachen Reduktions- 
mittel nicht geniigt, daher vielleicht durch einen UberschuB derselben 
unterstiitzt werden mub. 

Nach den alten Versuchen von Bertin-Sans und Moitessier ist 
zuin Zustandekommen der Reduktion die Anwesenheit irgendeines ,, Amins“ 
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notwendig. Das in dieser Arbeit angewandte Hydrazinhydrat reagiert 
einerseits als Reduktionsmittel, andererseits aber auch als ,,Amin“. Viel. 
leicht ist die Notwendigkeit eines groBen Uberschusses an Hydrazinhydra‘ 
auch darin begriindet, dafb ein Teil desselben an das_ entstehend. 
Himochromogen angelagert wird. 

Ebenso ist es vielleicht zu erkliren, dab Conants'’) elektrometrische 
Titrationsmethode, die auf elegante Weise die Reduktion des Methiimo- 
globins zu Himoglobin zu verfolgen gestattete, beim Versuch Himatin 
zu reduzieren, nur unscharfe Werte gab. Conant hat daher seine Re- 
sultate mit aller Reserve wiedergegeben und vermutet, daB 2 Aquivalente H 
von 1 Molekiil Himatin aufgenommen werden. Er schlieBt jedoch die 
Moglichkeit geringeren H-Verbrauches nicht aus. 


Aus Tabelle I geht hervor, daB Veresterung der COOH- 
Gruppen des Himins, daB ferner Hydrierung der ungesittigten 
Seitenketten desselben (Mesohamatin) ohne EHinflu8 auf den 
Verbrauch an Reduktionsmittel ist, ebenso Vorbehandlung des 
Hiimins mit Pyridin oder mit NaCN. 


Dies steht in einem gewissen Gegensatz zu den Anschauungen 
Kiisters'®*®°) iiber die Beteiligung der ungesattigten Seitenketten des 
Himins an der Reduktion und an der Reaktion mit Pyridin. Zweifellos 
verhalten sich die Derivate des ungesittigen Hamins (Protohimins) in 
anderen Punkten abweichend von jenen des Mesohimins. Fiir diese 
differierenden Eigenschaften mégen die ungesiittigten Seitenketten bzw. 
die Carboxyle verantwortlich sein. 


Als Angrifispunkt des Reduktionsmittels kann daher nur 
ein Q-Atom in Betracht kommen, das an Eisen oder an ein 
C- oder N-Atom des von H. Fischer?!) als Porphin bezeich- 
neten Restes gebunden ist. 


Von Kiister’*) wird angenommen, dai bei der Reduktion eine an 
Ferri-Eisen gebundene Hydroxylgruppe abgespalten wird, wobei Ferro- 
Kisen entsteht. — Gegeniiber dieser Anschauung wurde in einer friiheren 
Arbeit von mir*’) fiir das Methimoglobin die Hypothese aufgestellt, dat 
ein an C oder N gebundenes tautomer reagierendes Oxo-Sauerstoffatom 
reduziert werde. Die gleiche Auffassuug kénnte auch fiir das Hiimatin 
gelten. Nach den oben mitgeteilten Versuchen diirfte dieses O-Atom nur am 
Porphinrest gebunden angenommen werden. — Gegen diese Auffassung hat 
Kiister'®) seine Bedenken geiiuBert und mehrere Gegenargumente erhoben.” ) 





*) Aus einer Bemerkune W. Kiisters a. a. 0.'% werde ich darauf 
aufmerksam, da8 der prothetischen Gruppe von mir irrtiimlich ,,stark“ statt 
»schwach“ saure Eigenschaften zugeschrieben wurden [Diese Zs., [Y. Mitt. 
Bd. 151, S. 140 (1926)}. Dieser Schreibfehler sei hiermit richtiggestellt. 
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Die vorliegende Arbeit liefert kein neues Material zur Entscheidung der 
Frage der Bindungsweise des Sauerstoffes. Die Diskussion iiber diesen 
Punkt sei daher bis zum Vorliegen neuen Materiales verschoben, auf 
die Gegenargumente Kiisters'*) jedoch besonders verwiesen. 


Zusammenfassung. 

Aus der gasanalytisch verfolgten Kinwirkung von N,H,.H,O 
auf Hamatin wird geschlossen, daB bei der Umwandlung von 
1 Molekiil Himatin in Himochromogen ein Aquivalent H auf- 
genommen wird. Die gleichen Befunde wurden an verestertem 
und hydriertem Himatin erhoben. 
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Zur Kenntnis der Tannase. II. 


Von 
Karl Freudenberg, Franz Bliimmel und Theodor Frank. 


(Mitteilung aus den chemischen Instituten der Technischen Hochschule Karlsruhe und der 
Universitat Heidelberg.) ') 


(Der Redaktion zugegangen am 15. Januar 1927.) 


Seit der I. Mitteilung iiber T'annase*) sind einige Erfah- 
rungen tiber die Bereitung und die Kinetik des Enzyms ge- 
sammelt worden, iiber die hier berichtet werden soll. 


Bereitung der Tannase (Bliimmel). 


Ks zeigte sich, daB der Erfolg des friiher gegebenen Dar- 
stellungsverfahrens starken Schwankungen unterworfen war, 
als die Arbeitstelle gewechselt wurde. Bei der Wiederholung 
der Versuche traten hiufig Fehlschlige auf, als deren Ursache 
die verschiedene Beschaffenheit des fiir die Kulturen beniitzten 
Leitungswassers erkannt wurde. Als destilliertes Wasser ver- 
wendet wurde, fiel der Ubelstand weg, zugleich trat eine weitere 
Vereinfachung ein. Friiher wurde grobes Gewicht darauf gelegt, 
daB die wihrend der Autolyse des Pilzes auftretende geringe 
Siuremenge abgestumpft wurde, so wie dies bei der Maltose- 
bereitung von R. Willstatter, Tr. Oppenheimer und W. Stei- 
belt’) (Neutralisationsverfahren) iiblich ist. Diese MaBnahme 
kann wegfallen ohne Beeintrichtigung der Ausbeute,: und oben- 
drein ist die gewonnene Tannase iirmer an Mineralbestandteilen. 





') Auszug aus den ungedruckten Dissertationen (Freiburg i. Br.) von 
Fr. Bliimmel (1924) und Th. Frank (1925). 

*) K. Freudenberg u. E. Vollbrecht, Diese Zs. Bd. 116, S. 278 
(1921). 

*) Diese Zs. Bd. 110, S. 232 (1920). 
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Die friiher angegebene Messung der ‘lannase wurde bei- 
behalten. Danach wird der ,,Spaltwert“ eines Tannasepriiparates 
sleichgesetzt der Anzahi Milligramme, die nétig sind, um bei 
33° in 24 Stunden 1,082 g wasserfreien Gallussiiure-methylester 
(entsprechend 1,000 g Gallussiure) in 200 ccm Wasser gelést, 
zur Hialfte zu spalten. Um einen Mafgstab fiir die Ausbeute an 
Tannase zu gewinnen, muB die Menge des Mycels oder der 
‘annasepriparate zum Spaltwert in Beziehung gebracht werden. 
Dies geschieht durch Division der Menge (in mg) durch den 
Spaltwert. Die gefundene Zahl driickt die Tannasemenge in 
.'Tannaseeinheiten* (‘I.-E.) aus.) 

Kine Tannaseeinheit ist die Menge 'l'annase, die 1,000 g 
als Methylester vorliegende Gallussiure (= 1,082 g wassertfreier 
Methylester) in wiSriger Lésung, die in bezug auf die Gallus- 
siure halbprozentig ist, bei 33° in 24 Stunden zur Hilfte in 
Freiheit zu setzen vermag (mg Substanz/Spaltwert = Anzahl 
der T.-K). Die besten Priparate enthielten 1 T.-E. in 15 bis 
20 mg. 

Uber die Spezifitit der Tannase sind keine weiteren 
Messungen angestellt worden. Friiher wurde gezeigt, daB die 
Spaltung des Gallussiiure-methylesters mit der einer Digalloyl- 
glucose ungefihr parallel geht und auch mit dem auBer- 
ordentlich komplizierten Verlauf der T'anninspaltung?) ungefihr 
iibereinstimmt. Inzwischen hat sich an vielen Priiparaten be- 
stiitigt, da Tannase von niedrigem (d.h. gutem), an Gullus- 
siiure-methylester gemessenem Spaltwerte gegeniiber Hamameli- 
tannin, Digalloylglucose aus Chebulinsiure und chinesischem 
Tannin von guter Wirkung waren. : 

Uber den Reichtum an Tannase in den verschiedenen 
Kntwicklungsstadien des Pilzes wurden Versuche angestellt, die 


1) Vel. R. Willstitter u. R. Kuhn, Chem. Ber. Bd. 56, 8. 509 
(1928). 

*) Im ehinesischen Tannin sind etwa 10 Gallussiurereste verschie- 
denartig gebunden. Die Spaltung des Riesenmolekiils ist so verwickelt, 
daS wir es zur Auswertnng der Tannase nicht fiir geeignet halten. Vgl. 
hierzu D. Rhind u. F. E. Smith, Biochem. Jl. Bd. 16, S. 1 (1922), sowie 
W.N. Nicholson und D. Rhind, Analyst. Bd. 49, S. 505 (1924). 
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in Ubereinstimmung mit fritheren Autoren ergaben, daB der 
Pilz geerntet werden mu, bevor er fructifiziert. Wenn die 
Nihrlésung mit einer reichlichen Menge lebendkriaftiger Sporen 
geimpft wird, ist der Héhepunkt in 3 Tagen erreicht. Das 
Mycel ist weiB und straff und zeigt einen eben beginnenden 
Antiug der braunschwarzen Sporen. Schon 24 Stunden spiter 
wird das Mycel schlaff, die Sporenbildung nimmt iiberhand 
und die Ausbeute an Tannase 148t haufig schon merklich nach. 
Wihrend des Wachstums ist dem Pilze freier Luftzutritt zu 
gewihren. Wenn er in Flaschen mit Wattebausch gezogen 
wird, vermindert sich die Ausbeute. 

Diese Erfahrungen sind in der folgenden Vorschrift verwertet. 

600 g auf LinsengréBe zerstoBene Myrobalanen werden in 
3 Liter destilliertem Wasser 10 Minuten gekocht, danach wird 
abgegossen und der Riickstand noch 3—4mal mit je 1 Liter 
heiB ausgezogen. Die Flissigkeit wird mit der Lésung von 
300 g Ammoniumsulfat, 9 g Dikaliumphosphat und 3 g Mag- 
nesiumsulfat versetzt und auf 12 Liter aufgefiillt. Die Fliissig- 
keit wird auf groBe, flache Schalen derart verteilt, daB die 
Schichtdicke mindestens 4 cm betraigt. Auf diinnerer Schicht 
wichst der Pilz schlechter. Werden Flaschen oder Kolben ver- 
wendet, so sind sie nicht mit Wattebauschen zu verschlieBen. 
Nach dem Animpfen mit einer Aufschlammung von Sporen des 
Aspergillus niger!) bleibt die Flissigkeit 3 Tage bei 33° stehen. 
Es hat sich ein straffes, weibes Mycel gebildet, das in diesem 
Zustande die beste Ausbeute an Tannase ergibt. Bleibt es 
linger stehen, so wird es schon am 4. Tage schlaffer, beginnt 
sich mit Sporen zu bedecken und verarmt an Tannase. 

Der abgehobene Pilz wird mit 6mal erneutem destillierte:n 
Wasser durchgeknetet und jedesmal mit der Hand ausgepreBt.’) 





‘) Geniigend reine Kulturen werden erhalten, wenn Gallapfel mit 
dem gleichen Gewicht Wasser angeriihrt in offenem Gefi8B mehrere Tage 
bei 25—35° aufbewahrt werden. Der Pilz ist sehr verbreitet und fliegt 
meistens von selbst an. 

*) Es wird darauf aufmerksam gemacht, daB Aspergillus sich im 
menschlichen Ohr festsetzen kann und daher Vorsicht geboten ist. Aller- 
dings ist eine solche Erkrankung in meinem Laboratorium, in dem seit 
9 Jahren dauernd mit Aspergillus gearbeitet wird, nie aufgetreten. I'v. 
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Der feuchte Pilz wird mit 1 Liter destilliertem Wasser und 
1 ccm Toluol zu einem diinnen Brei angerieben und 24 Stunden 
unter hiufigem Umriihren bei 20° sich selbst iiberlassen. Nun 
wird durch eine Lage Kieselgur abgesaugt und gewaschen. Das 
Mycel wird erneut mit ?/, Liter Wasser und 3/, com Toluol 
angertihrt und nach 2 Stunden abfiltriert. Die vereinigten 
Ausziige werden sofort im Vakuum auf 30—50 ccm eingeengt 
(Badtemperatur 40°), durch Kieselgur geklart und mit dem 
5fachen Volum absoluten Alkohols versetzt. Die Tannase fallt 
in hellen Flocken aus, die sich nach einigem Schiitteln filtrieren 
lassen. Das Praparat wird noch zweimal in 20 ccm Wasser 
relést und mit dem 5fachen Volum absoluten Alkohols gefallt. 
Zuletzt wird mit Alkohol, dann mit Ather nachgewaschen und 
im Exsiccator getrocknet. Falls das hellgraue Pulver Fehlings 
Lésung reduziert, muB es nochmals umgefallt werden. Die 
Ausbeute wird durch Division der Menge (in mg) durch den 
Spaltwert berechnet und betrigt bei guter Arbeit 35 Tannase- 
einheiten (z.B. 720 mg vom Spaltwert 20,2). Es lohnt sich 
gewohnlich, auf der Nahrlésung eine zweite Ernte (nach wei- 
teren 3 Tagen) zu ziehen. Die zweite Ausbeute betrigt etwa 
die Halfte der ersten (z.B. 690/33,3 = 18 T.-E.). 

Nach dem geschilderten Verfahren werden ungefaihr ?/, 
der im Mycel vorhandenen Tannase isoliert. In wiaBriger 
Lésung, insbesondere in Gegenwart von Siéiure (verwendet wurde 
'/,°/,ige Gallussiurelésung) geht die Wirksamkeit der Tannase 
im Verlauf von einigen Tagen auf die Halfte zuriick. Trockene 
Priparate sind monatelang unverindert haltbar (Erfahrungen 
liegen bis zu 1 Jahr vor). 

Um die Ausbeute an isolierter Tannase mit der im Mycel 
vorhandenen zu vergleichen, wurde der gewaschene und mit 
der Hand abgepreBte Pilz mit dem 6—7fachen Gewichte Al- 
kohol (96°/,) zweimal gut verrieben. Der Brei wurde jedesmal 
eine halbe Stunde sich selbst iiberlassen, abgesaugt, mit Al- 
kohol und Ather gewaschen, dann an der Luft und schlieBlich 
im Exsiccator getrocknet. Dieses Mycel gibt an Wasser wihrend 
24 Stunden einen geringen Saurebetrag ab, der bei der Messung 
des Spaltwerts und der Tannaseeinheiten beriicksichtigt wurde. 
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Ks zeigte sich, daB die Tannaseeinheiten des Mycels und der 
aus einer gleichen Menge Pilz bereiteten Tannase sich ver- 
halten wie 100:65. Demnach wird in der isolierten Tannase 
*/, der im Mycel vorhandenen vorgefunden. 

In manchen Fallen wird es zweckmiBig sein, das Mycel 
statt der herauspraparierten ‘l'annase zu verwenden. Wenn es 
jedoch auf die Bestimmung zuckerartiger Spaltstiicke ankommt, 
so ist zu bedenken, daB das Mycel reduzierende Substanzen 
enthilt, die ohne Schidigung der Wirksamkeit nicht entfernt 
werden kénnen. 


Zur Kinetik der Tannase (rank). 


Bei allen bisherigen Anwendungen der Tannase wurden 
Pufier vermieden. Der Grund liegt darin, da8& als Spaltstiicke 
Zucker und gerbstoffartige Anteile gewonnen werden sollten, 
die von Puffern schwer zu trennen sind; des weiteren bewirken 
Zusitze von Neutralisationsmitteln sehr hiufig Oxydationen, 
und schheflich beeintrichtigen Puffer aller Art das analytische 
Hilfsmittel zur Beurteilung des Gerbstoffabbaues, nimlich die 
alkalimetrische Titration der beim Abbau freiwerdenden Siure. 

Dennoch war es noétig, einen Einblick in die Abhingigkeit 
der Tannasespaltung von der Wasserstoffionenkonzentration zu 
gewinnen. Das erste Erfordernis hierzu war die Messung der 
H-lonenkonzentration wihrend des Verlaufes einer Spaltung 
ohne Zusatz. 

Zu diesem Zwecke wurde das p,, des Gallussiiure-methylesters 
bei der zweckdienlichen Konzentration von 0,325°/, gemessen. Ks 
betragt 4,10 (siimtliche p,,-Messungen wurden elektrometrisch aus- 
gefiihrt). Da bei der Spaltung dieser Gallussiiure-methylester in 
Gallussiiure tibergeht, so kommt der Endwert dem p,, derjenigen 
Gallussiuremenge gleich, die 0,325 ¢ Methylester entspricht. 
Dies sind 0,300 g, die in 100 ccm ein p, von 3,08 aufweisen. 
Demnach spielt sich der Abbau ohne Puffer in dem Bereiche 
von p,, = 4,10—3,08 ab. In einem so groBen Intervalle ist 
kein regelmiiBiger, noch weniger ein vergleichbarer Verlauf zu 
erwarten; deshalb wurde versucht, einen engeren p,,-Bereich 
dadurch herzustellen, da8 von vornherein ein UberschuB an 
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freier Gallussiure zugegeben wurde. Angewendet wurden 
wiederum 0,325 g wasserfreier Ester in 100 ccm Wasser, hierin 
wurden 0,300 g wasserfreie Gallussiure gelést; p,, = 3,08. Wird 
eine solche Lésung vollstindig gespalten, so muB sie 0,600 ¢ 
Gallussiure in 100 ccm enthalten. Das p,, einer solchen Liésung 
ist: 2,90. Demnach spielt sich die Spaltung bei dem geschil- 
derten Gallussiurezusatz in dem engeren Bereiche von p,, = 3,08 
bis 2,90 ab. Diese Bedingungen wurden bei dem nachher zu 
besprechenden Versuche eingehalten. 

Um eine geringe H-Ionenkonzentration waihrend der Spal- 
tung festzuhalten, mute ein Puffer angewendet werden. Als 
solcher wurde gallussaures Strontium mit iiberschiissiger Gallus- 
siure gewahlt. 

Strontium scheint in Gerbstofflésungen kein stark oxy- 
dierender Katalysator zu sein. Ks bewirkt unter den gewahlten 
Bedingungen keine Fillungen und laBt sich durch Schwefel- 
siure aus 50°/,iger Acetonlésung quantitativ entfernen. 

Auf Grund dieser Beobachtungen wurden folgende Ver- 
suchsbedingungen gewahlt. 0,325 g¢ Gallussiiure-methylester 
wurden in 100 ccm Wasser gelést, das 0,600 g¢ Gallussiure 
enthielt, die zu 3/,, also mit 26,5 ccm n/10-Strontiumhydroxyd 
neutralisiert waren. Diese Mischung hat ein p,, = 4,82. Wenn 
die Spaltung des Methylesters vollzogen ist, so befinden sich 
in der Lésung 0,900 g Gallussiiure, von der die Halfte neu- 
tralisiert ist. Das p,, einer solchen Mischung ist = 4,40. Dem- 
nach verlauft eine Spaltung bei Zugabe von wenig Gallussiure 
und gallussaurem Strontium unter den beschriebenen Bedingungen 
innerhalb eines p,,-Bereiches von 4,82—4,40. 

Da nun auBerdem in diesem Gemisch die alkalimetrische 
Bestimmung der Gallussiure noch keine Schwierigkeit macht, 
ist nunmehr die Méglickeit gegeben, den Verlauf der Tannase- 
spaltung bei p,, = 3,0 und p,, = 4,6 (abgerundet) zu vergleichen. 
Die Durchfiihrung dieser Versuche ergibt, dab die Tannase- 
spaltung in dem weniger sauren Bereich schneller von statten 
geht. 

Um die Spaltung zu verfolgen, wurden zunichst kiinstliche 
Gemische hergestellt, deren Gehalt an Gallussiure-methylester 
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und Gallussiure bekannt war. In Tab, 1 ist in Spalte 1 das 
Mengenverhiltnis der Liésungen a und b angegeben. 
Lisung a enthalt 3,25 g Ester und 3,00 g Gallussiiure 
a 6,00 ,, Gallussiure. 

im Liter. In Spalte 2 sind die Anzahl Kubikzentimeter n/40- 
Lauge angefiihrt, die zur Neutralisation von 20 ccm der 
Mischungen benotigt werden. Die Werte sind stets etwas groBer, 
als dem Carboxy! der Gallussiure allein entspricht. In Spalte 3 
sind die Ergebnisse der Spalte 2 nach dem graphischen Ver- 
fahren interpoliert wiedergegeben. Spalte 1b gibt zugleich in 
Prozenten die freie Gallussiure im Gemisch mit ihrem Ester 
an, abziiglich der von vornherein zugesetzten Siure. Diese 
Zahlen zeigen den ,Abbau“ des Gallussiiure-esters in dem 
kiinstlichen Gemische in Prozenten an. 

Werden 20 ccm eines Gemisches von 0,325 g wasserfreiem 


Tabelle 1. 





1 2 | 3 
Gemisch aus | _ Die Zahlen 
ane ee 20 com brauchen | 1 Spalte 2, 
eem | ecm ecem n/40 interpoliert 
100 0 14,84 14,84 
98 | 2 15,02 14,97 
9% | 4 15,18 15,18 
94 | 6 15,40 15,40 
92 8 15,74 15,68 
90 10 16,00 16,00 
80 | 20 vee 17,40 
ig | 22 17,70 17,65 
70 30 — 18,75 
60 40 — 20,05 
50 50 21,37 21,43 
40  ~— 60 — 22,80 
30 70 i 24,18 
25 | 15 24,73 24,85 
20 80 -_ 25,55 
10 90 26,90 26,90 
6 94 27,50 27,45 
0 100 28,32 28,32 
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Gallussiure-methylester mit 0,300 g wasserfreier Gallussiure 
in 100 ccm Wasser nach der Kinwirkung yon Tannase mit 
n/40-Lauge titriert, so wird der gefundene Wert in der Spalte 3 
aufgesucht und der Grad des Abbaues aus der Spalte 1b ab- 
gelesen. 

Demselben Zwecke dient die Tabelle 2. 

Die Loésunga enthilt im Liter 3,25 g Ester, 6,00 g Gallussiure und 
265 cem n/10-Sr(OH). 

Die Lésungb enthilt im Liter 9,00 g Gallussiiure und 265 cem 


n 10-Sr(OH),. Tabelle 2 
abelle 2. 





i 2 | 3 
Gemisch aus Die Zahlen 
sae ahaa Olle “tik 20 ecm brauchen von Spalte 2, 
ecm | cem cem n/40 interpoliert 
100 0 1,25 7,25 
98 2 7,46 7,50 
96 4 7,75 7,15 
94 6 8,00 8,00 
90 | 10 8,53 8,60 
84 | 16 9,35 9,40 
7 | 99 10,20 10,25 
TO | 30 = 11,39 
64 36 12,19 12,25 
60 | 40 — 12,80 
50 | 50 14,15 14,15 
25 | 5 17,66 17,70 
10 90 19,80 19,80 
6 | 94 20,38 20,40 
0 100 21,23 21,23 








Mit Hilfe dieser Tabelle kann die Wirkung der Tannase 
in einer nach a zusammengesetzten Mischung gemessen werden. 

Aus der Tabelle 3 geht die Wirkung der T'annase bei ver- 
schiedener Wasserstoffionenkonzentration hervor. Die Versuche | 
und II sind mit demselben Tannasepriparat, die Versuche III 
und IV mit einer zweiten Tannaseprobe angesetzt worden. Die 
in I und III verwendeten Lésungen enthielten im Liter 3,25¢ 


rn nee cele teen ene 





Kster und 3,00 g Gallussiure (p,, 3,1—2,9) Die mit IJ und 
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IV bezeichneten Versuche waren mit 3,25 g Ester, 6,00 g Gallus- 
siure und 265 ccm n/10-Strontiumhydroxyd, alles zu 1 Liter 
gelést, angesetzt (p,, 4,58—4,4). Die Spaltung in der Lésung |! 
yollzieht sich schneller als die in der stirker sauren Liésung |: 
das gleiche gilt fiir das Versuchspaar IV und III. 


Tabelle 3. 

















Zeit in Verbrauchte eem n/40 ee ecm Spaltung in "lo 

on on ae ae 1} ® |} mt | 
13 | 14,90 7,89 a ~ 2 5 os = 
18 — 8,15 | 15,0 88 | — 7 3 12 
31 ~ _ 16,0 100] — — 10 20 
33 | 16,00 9,00 — se 10 13 _ en 
40 _ — 17,0 | 108, — <n | 8 26 
43 | 16,30 | 9,28 — _ 2) m6] — _ 
54 _ — 185 | 120 | — — | 28 84 
60 17,14 | 10,56 a oo 18 24 se one 











Fiir die Messung der Tannase durch ihre Wirkung auf 
den Gallussiure-methylester geniigt das bisherige Ver- 
fahren ohne Pufferung. Dies wird anders, wenn die Spaltung 
von Gerbstoffen untersucht werden soll, die mehrere oder gar 
verschiedene, saure Spaltstiicke liefern. Strontiumsalze der 
(tallussiiure oder anderer Siéuren sind dafiir geeignet. Vor 
allem werden solche Puffer bei der priiparativen Anwendung 
der T'annase in Betracht kommen, wobei in jedem einzelnen 
Falle durch Messungen der oben geschilderten Art das p,,-Op- 
timum gesucht werden muBb. 





Herr G. Steinbrunn hat einen Teil der Versuche nach- 
gearbeitet, wofiir wir ihm bestens danken. 

















Uber die Gewinnung einer kolloiden Substanz aus Diglycyl- 
elycinmethylester. 


Von 


Emil Abderhalden und Ernst Sehwab. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitit Halle.) 


(Der Redaktion zugegangen am 16. Januar 1927,) 


Beim Versuch der Darstellung von Glycyl-[glycyl-glycin- 
anhydrid} nach der in der folgenden Mitteilung beschrie- 
benen Methode erhielten wir eine Substanz von der elemen- 
taren Zusammensetzung des Glycinanhydrids, die sich von 
letzterem aber durch verschiedene Reaktionen, vor allem jedoch 
durch ihren kolloiden Charakter scharf unterscheidet. ') 

7g Diglycyl-glycin wurden dreimal mit der 20 fachen 
Menge Methylalkohol durch Einleiten von Salzsiiure verestert. 
Aus dem Eindampfriickstand wurde die iiberschiissige Salz- 
siiure durch wiederholtes Abdampfen mit Methylalkohol quanti- 
tativ entfernt; der Riickstand wurde sodann in méglichst wenig 
Methylalkohol aufgenommen, und die Lésung mit 60 ccm 
methylalkoholischem Ammoniak versetzt. Ein dabei zunichst 
auftretender Niederschlag hatte sich auf weiteren Zusatz des 
Ammoniaks beim Umschiitteln wieder gelést. Nach kurzem, 
etwa 10—15 Minuten wihrendem Stehen bei Zimmertemperatur 
schied sich ein dichter Niederschlag aus, der die ganze Fliissig- 
keit durchsetzte. In getrocknetem Zustand betrug sein Ge- 
wicht 2g. Die Krystallmasse, die kein einheitliches Aussehen 
hatte, léste sich bis auf eine kleine Verunreinigung, von der 
abfiltriert wurde, leicht in wenig heifem Wasser. Die beim 


1) Vel. hierzu E, Fischer, Chem. Ber. Bd. 39, 8. 453 (1906); Th. 
Curtius, Chem. Ber. Bd. 37, 8. 1300 (1904). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXIV. 18 
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Erkalten ausgefallene Substanz léste sich nun ihrerseits in 
Wasser nur mehr kolloidal. Zur Reinigung wurde die Sub- 
stanz gegen Wasser dialysiert. Das Dialysat gab positive An- 
hydridreaktionen, negative Ninhydrin- und Biuretreaktion. Die 
Kjeldahlanalyse des Eindampfriickstandes stimmte auf Glycin- 
anhydrid. 

Die kolloide Substanz zeigt folgende Eigenschaften: sie 
lést sich in Natronlauge und Salzsiiure sehr leicht. Phosphor- 
wolframsiiure erzeugt in salzsaurer Lésung einen weiBen, dicken 
Niederschlag, ebenso NefBlers Reagens. Der mit letzterem 
Reagens entstehende Niederschlag fiirbt sich nach einigem 
Stehen grau. Die Ninhydrin- und Anhydridreaktionen (Pikrin- 
siiure, Dinitrobenzoesiure) fallen stark positiv aus. Kupfer- 
sulfat gibt eine starke Biuretreaktion von rotvioletter Farbe. 

Die Lésung der Substanz wurde vorsichtig im Vakuum 
eingedampft und zur Analyse tiber P,O; getrocknet. 


3,967 mg Substanz gaben 0,845 ccm N-Gas bei 20°, 755 mm Hg, 


4,422 mg m » 0,93 cem N bei 22°, 762 mm Hg. 
9,737 mg ¥ 5, 15,184 mg CO, und 4,343 mg H,O. 
Fiir C,H,O,N, Ber. Gef. 
C 42,08 °), 42,39 °/, 
H 5,30 4,99 
N 24,53 24,65 24,40°/, 


Darstellung einer Silberverbindung. 


Versetzt man die wiibrige Suspension der Substanz mit 
Silbernitratlésung und gibt vorsichtig Ammoniak zu, so ent- 
steht eine voluminése Fillung, die beim Erwiirmen krystallisiert. 

Die Analysenresultate lassen auf eine Verbindung schlieBen, 
die auf 3 Glycylreste 2 Atome Silber enthilt. Die Substanz 
ist in Wasser sehr schwer léslich. 


7,138 mg Substanz hinterlieBen beim Erhitzen im Sauerstoffstrom 
4,028 mg Ag. 
6,742 mg Substanz gaben 3,808 mg Ag. 
Fiir C,H,O,N,Ag, Ber. Fiir C,H,O,N,Ag, Gef. 
Ag 56,07 °/, 65,79 56,48 56,48 %/, 
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Aus den Analysenresultaten und den Eigenschaften des 
kolloiden Kérpers, sowie aus der Zusammensetzung der Silber- 
yverbindung schlieBen wir auf ein polymeres Gebilde des Glycyl- 
‘glycyl-glycinanhydrids|. 

In der ammoniakalisch-alkoholischen Lisung, aus der sich 
die oben beschriebene Substanz zuerst abgeschieden hatte, war 
nach mehrtaigigem Stehen weitere Krystallisation eingetreten. 
Diese hatte kein einheitliches Aussehen. Aus dem Gemisch 
wurde durch wiederholte fraktionierte Krystallisation neben 
Glycinanhydrid, das weitaus die Hauptmenge ausmachte, und 
durch Stickstoffbestimmung und den positiven Ausfall der 
Anhydridreaktionen und eine negative Ninhydrin- und Biuret- 
reaktion identifiziert wurde, eine Substanz gewonnen, die so- 
wohl positive Ninhydrin- wie Anhydridreaktion gab und die 
das kombinierte Dioxopiperazin Glycyl-[glycyl-glycinanhydrid] 


CO—CH. 
HNC ; 


darstellen diirfte. 
0,0201 g Substanz verbrauchten 3,53 ccm n/10-H,SQ,. 


3,392 mg “a gaben 0,722 ecm N bei 20°, 762 mm Hg. 
Fiir C,H,O,N, Ber. Gef. 


Die noch zu geringe Menge der Substanz verhindert vor- 
erst eingehendere vergleichende Untersuchungen zwischen ihr 
und Glycinanhydrid. 


18* 








Weiterer Beitrag zur Kenntnis von Verbindungen, die 
Dioxo-piperazine, kombiniert mit Aminosduren, enthalten. 


Von 
Emil Abderhalden und Ernst Sehwab. 


Mit 1 Figur im Text. 





(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle.) 


(‘Der Redaktion zugegangen am 16, Januar 1927.) 
( oYvsS g / 


Kiirzlich!) berichteten wir tiber die Darstellung von Ver 
bindungen, in denen ein Dioxo-piperazinkomplex, mit einer 
Aminosiure bzw. einem Dipeptid kombiniert, enthalten ist. 
Wir haben diese Versuche fortgesetzt, und zwar stellten wir 
dl-Alanyli-(glycyl-glycinanhydrid) bzw. Glycyl-(glycyl- 
alaninanhydrid) und ferner d,l-Leucyl-(glycyl-glycin- 
anhydrid) dar. Bei der letzteren Verbindung vermochten 
wir von den méglichen Strukturen diejenige des Glycyl-(leucyl- 
glycinanhydrids) auszuschlieBen, indem es gelang, durch Ferment- 
einwirkung Leucin abzuspalten und den Glycyl-glycinanhydrid- 
rest festzustellen. Im Absorptionsvermégen weisen die dar- 
gestellten Verbindungen, wie die spektrophotometrischen Unter- 
suchungen zeigen, die wir Herrn Dr. Haas verdanken, deutliche 
Unterschiede gegeniiber den Ausgangsprodukten — den Tri- 
peptiden Alanyl-glycyl-glycin und Leucyl-glycyl-glycin — und 
ebenso gegeniiber, den in Frage kommenden Dipeptidanhy- 
driden (Glycyl-glycinanhydrid und Leucyl-glycinanhydrid) auf.*) 
Wir sind dabei, entsprechende Verbindungen mit optisch-aktiven 
Aminosiiuren darzustellen, um einen weiteren Anhaltspunkt fiir 
ihre Struktur zu gewinnen. 

Wir haben uns weiterhin die Frage vorgelegt, ob die 





1) Diese Zs. Bd. 158, 8. 66 (1926). . 
2) Vgl. Emil Abderhaldenu. R. Haas, Diese Zs. Bd. 160, 8. 256 
(1926). 
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Enol- und Ketoform von Dioxo-piperazinen Unter- 
schiede im Bildungsvermégen von Molekiilverbin- 
dungen aufweisen. Es zeigte sich in der Tat, daB die 
lie erstere Form im Gegensatz zur Ketoform zur Bildung von 
ten, Molekiilverbindungen, bestehend aus je einem Molekiil Di- 
peptidanhydrid, bef ahigt ist. 








Experimenteller Teil. 


Darstellung von d,l-Alanyl-(glycyl-glycinanhydrid) 
baw. Glycyl-(glycyl-d,l-alaninanhydrid), 


_ 0-CH . OCH, 
HNC DN: CO-CH- NH, bzw. HNC PN-CO-CH,. 
\CH,—CO- | CH— CO- | 
er CH, GH, NH, 
iner Zur Darstellung der kombinierten Dioxopiperazine be- 
ist. dienten wir uns, wie friiher, der Methylester, da sich diese 
Wir bekanntlich vor den Athylestern durch gréfere Reaktions- 
yl- fihigkeit auszeichnen. 
In- Es wurden 2 g Alanyl-glycyl-glycin zweimal mit der 
ten 10fachen Menge Methylalkohol durch Ejinleiten von Chlor- 
cyl- wasserstoff ohne Kiihlung verestert. Die Lésung wurde im 
elt- Vakuum eingedampft, und die nicht gebundene Salzsiure durch 
rid- wiederholtes Abdampfen mit CH,OH entfernt. Das Ester- 
lar- —s hydrochlorid wurde in der zu seiner Liésung nétigen Menge 
ter- Methylalkohol aufgenommen und mit 20 ccm methylalko- 
che holischem Ammoniak versetzt. Nach zweitiigigem Stehen bei 
lri- Zimmertemperatur war die Lésung mit Krystallmassen durch- 
und setzt. Es wurde abfiltriert und zur Trennung von beigemengtem 
hy- Chlorammonium aus wenig warmem Wasser durch Fallen mit 
x Alkohol umkrystallisiert. Die Ausbeute betrug 0,25 g.° Die 
ven Substanz krystallisiert in farblosen Nadeln, die sich beim Er- 
fiir hitzen im Capillarréhrchen bei 238° braun verfarben und von 
260° ab verkohlen, ohne zuvor zu schmelzen. In Wasser ist 
lie die Substanz leicht léslich, in Alkohol, auch in der Wiarme, 
ziemlich schwer léslich. Sie gibt positive Ninhydrin- und 
sid Anhydridreaktionen. Die Biuretreaktion fallt negativ 


aus. NeBlers Reagens erzeugt eine weiBe Fallung. 
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Die Analysen ergaben folgende Werte: 


0,0276 g Substanz verbrauchten 4,50 ccm n/10-H,SQ,. 
9,042 mg . gaben 14,886 mg CO, und 5,002 mg H,0O. 


Fiir C,H,,0;N, Ber. Gef. 
C 45,38 °%, 44,90 /, 
H 5,98 ,, 6,19 ,, 
N 22,68 ,, 22.84 .,. 


d,l-Leucyl-(glycyl-glycinanhydrid), 


CO—CH,, 
N-CO-CH-NH,. 

\CH,—Cco” | 

C,H, 


HNC 


\ 


Wir gingen von 5g d,l-Leucyl-glycyl-glycin aus, die wir, wie 
oben geschildert, verarbeiteten. Bei der Umsetzung des Methyl. 
esterhydrochlorids mit alkoholischem Ammoniak hatten sich nach: 
eintiigigem Stehen Krystalle abgeschieden (0,4 g), die eine negative 
Ninhydrin- und positive Anhydridreaktionen gaben und _ sich 
durch den Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt mit einem 
synthetischen Priiparat als Leucyl-glycinanhydrid erwiesen. 

Das Filtrat dieser Krystallfraktion wurde, da bei langerem 
Stehen nur mehr sirupése Massen austielen, im Vakuum ein- 
gedampft. Aus dem Riickstand konnte durch mehrmalige 
fraktionierte Umfillung aus Wasser mittels Alkohol eine ein- 
heitliche Substanz erhalten werden, die positive Anhydrid- 
uud Ninhydrinreaktionen gab, wahrend die Biuretreaktion 
negativ ausfiel; mit NeBlers Reagens entstand ein weiber 
Niederschlag. 

0,0198 g Substanz verbrauchten 2,64 ccm n/i0-H,SOQ,. 


7,246 mg es gaben 13,920 mg CO, und 4,805 mg H,0O. 
Fiir C.64,,0,N, Ber. Gef. 
C 52,83 °/, 52,39 °/, 
H 7,55 ,, 7,42 ,, 
N 18,50 ,, 18,68 ,,. 


Nach den Eigenschaften und Analysenresultaten lag aiso 
ein dem ‘T'ripeptid entsprechendes substituiertes Diketopiper- 
azin vor. Das Produkt zersetzt sich oberhalb 240° allmahlich 
unter Schwarzfairbung. In Wasser ist die Substanz schwerer 
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léslich als Glycinanhydrid und leichter als Leucyl-glycin- 
anhydrid; in Alkohol leichter léslich als Glycinanhydrid und 
leichter léslich als Leucyl-glycinanhydrid. 

Wie aus den fermentativen Spaltungsversuchen hervorgeht, 
bildet Glycinanhydrid den Kern des Substitutionsproduktes, 
wihrend der Leucylrest sich in der Seitenkette befindet. 

Nach 48 stiindiger Dauer der Einwirkung von Erepsin 
(von Waldschmidt-Leitz) bei p,=7,6 — die Losung 
wurde mit Phosphatgemisch gepuffert —- wurde das ab- 
gespaltene Leucin als Cu-Salz isoliert und der Cu-Gehalt 
jodometrisch bestimmt. 

3,26 mg Substanz verbrauchten 2,54 cem n/100-Na,$,O0,-Lésung. 

Fiir C,,H,,O,N,Cu Ber. Gef. 


Cu 19,63 °/, 50,54", 


Die Fermentlésung gab noch starke Anhydridreaktionen. 
Bei der EKinwirkung von Pankreas- und Diinndarmpref- 
salt bei p,, = 8,4 konnten als Spaltprodukte Leucin und 
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Glykokoll nachgewiesen werden, die durch Darstellung ihrer 
Kupfersalze voneinander getrennt und analysiert wurden. 

Die spektrophotometrische Untersuchung der Substanz 
zeigte, wie schon erwiihnt und wie aus obenstehender Figur 
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ersichtlich, deutliche Unterschiede im Absorptionsvermégen 
gegentiber dem Tripeptid und den aus den einzelnen Kompo- 
nenten bestehenden Dipeptidanhydriden.?) 


Vergleichende Adsorptionsversucke zwischen der 

Keto- und Enolform von Dioxopiperazinen.’) 

Als Adsorbens wihlten wir Carbo medicinalis (Merck). 
Angewandt wurden 1/20-molare wiSrige Lésungen, von denen 
20 cem mit 0,7 g Kohle 15 Minuten geschiittelt wurden. Nach 
Abzentrifugieren der Kohle wurde der N-Gehalt der Fliissigkeit 
nach der Halbmikrokjeldahlmethode bestimmt. Es zeigte sich, 
dai die Knolform der untersuchten Anhydride stirker adsorbiert 
wird als die Ketoform. 











mg N vor mg N nach Veslosn 

In 2 eem Fliissigkeit | ie 
dem Schiitteln mit Tierkohle val 
Glycinanhydrid, Ketoform 2,66 1,56 41,35 
Glycinanhydrid, Enolform 2,66 1,17 56,02 
Alaninanhydrid, Ketoform 282 | 41,69 40,07 
Alaninanhydrid, Enolform 3,08 1,33 56,82 





Molekiilverbindungen von Dioxopiperazinen. 

Verbindung von Leucyl-glycinanhydrid mit Glycinanhydrid. 

0,5 g Leucyl-glycinanhydrid und 0,4 g Glycinanhydrid 
wurden mit 5g Anilin 2 Stunden im Olbad auf 200° erhitzt. 
Nach quantitativer Entfernung des Anilins durch Ather wurde 
das Gemisch mit 60 ccm absolutem Athylalkohol ausgekocht; 
von ungelést gebliebenem Glycinanhydrid wurde abfiltriert und 
das Filtrat erkalten gelassen. Zuerst fiel eine einheitlich in 
Nadeln krystallisierende Substanz aus, die beim Erhitzen im 
Capillarréhrchen bei sich 232—233° zersetzte. Die Ausbeute 


') Vgl. hierzu E. Abderhalden u. R. Haas, Diese Zs. Bd. 160, 
S. 256 (1926). 

*) Vgl. E. Abderhalden u. R. Haas, Diese Zs. Bd. 151, §. 123 
(1926). 








en 
QO - 


ae 








Weiterer Beitrag zur Kenntnis yon Verbindungen usw. 279 


betrug etwa 20°/,, bezogen auf Leucyl-glycinanhydrid. Der 
Stickstoffgehalt wies auf eine Verbindung, bestehend aus 1 Mol 
Leucyl-glycinanhydrid und 1 Mol Glycinanhydrid, hin. 

0,0225 g Substanz verbrauchten 3,20 cem n/10-H,SOQ,. 

Fiir C,,H,,O,N, Ber. Gef, 
N 19,70 °/, 19,74 °/o. 

Aus dem Filtrat krystallisierte Leucyl-glycinanhydrid aus. 

Die erhaltene Doppelverbindung zeigte wungesittigten 
Charakter; sie entfarbte sodaalkalische Permanganatlésung und 
sab die Xanthoproteinreaktion. 

Aus Wasser und auch aus Alkohol gelang es selbst bei 
Variierung der Mischverhiltnisse der Komponenten nicht, eine 
einheitliche Doppelverbindung zu erhalten. 


Verbindung yen Leucyl-glycinanhydrid mit Alaninanhydrid. 

0,5 g Leucyl-glycinanhydrid und 0,5 g Alaninanhydrid 
wurden mit der 5fachen Menge Anilin im Olbad wiederum 
2 Stunden auf 200° erhitzt. Nach Entfernung des Anilins 
wurde der gelblich gefirbte Riickstand mit 10 cem heiBem 
Wasser aufgenommen und mit Tierkohle entfirbt. Aus der 
filtrierten Liésung krystallisierten beim Erkalten drusenférmige 
Gebilde aus. Die Stickstoffbestimmungen stimmten auf eine 
Doppelverbindung aus 1 Mol Leucyl-glycinanhydrid und 1 Mol 


Alaninhydrid. 
0,0387 g Substanz verbrauchten 4,90 eem n/10-H,SO,. 
0,0364 ¢ - = 4,70 ecm a 
Fiir C,,H.,0,N, Ber. Gef. 


N 17,94°/, 17,74 18,09 °/,. 
Der Zersetzungspunkt der Substanz hegt bei 227°. 
Auch von dieser Substanz wurde sodaalkalische Per- 
manganatlésung entfarbt, und die Xanthoproteinreaktion war 
positiv. 








Uber die Wirkung des Cholins auf den tierischen 
Organismus und seine Beziehungen zum Kreatin. 


Von 


imil Abderhaiden und Severian Buadze. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Halle. ) 


? 


(Der Redaktion zugegangen am 25, Januar 1927.) 


Das Cholin beansprucht von mehreren Gesichtspunkten 
aus gréBtes Interesse. Es ist Baustein einer Reihe von Phos- 
phatiden und hat ohne Zweifel Beziehungen zu bestimmten 
Aminosiuren. Vor allem kommt das Serin in Frage, von 
dem aus durch Methylierung des nach erfolgter Abspaltung 
der Carboxylgruppe entstehenden Oxyithylamins, das ja 
auch als Baustein von Phosphatiden auftritt (Kephalin), die 
Verbindung Oxyiathyl- trimethyl -ammoniumhydroxyd 
ohne weiteres ableitbar ist: 


CH, -OH CH,-OH CH,-OH 

| | _CH, 

CH-NH, -—-> CH,-NH, —-> CH,-N<CH, 
| | | “Os. 

COOH CO, OW 
Serin Oxyathylamin Cholin 


Cholin ist jedoch nicht nur Baustein von Phosphatiden 
und hilft dabei mit, den in Frage kommenden Molekiilen be- 
stimmte physikalische, chemische und biologische Kigenschaften 
zu erteilen, vielmehr hat es einerseits als solches und anderer- 
seits in Form seiner Ester bedeutsame Funktionen. Es sei 
in dieser Hinsicht an die Annahme erinnert, daB Choliu- 
ester bei der Regulation der Darmtitigkeit eine Rolle 











rf: es 
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spielen (Weiland, Le Heux)!), Ferner ist wahrscheinlich 
gemacht, daB Cholinester in allerengster Beziehung 
zum sogenannten Vagusstoff stehen (O. Loewi)}). End- 
lich sind in neuerer Zeit Anhaltspunkte dafiir gefunden worden, 
da8 Cholin bzw. Cholinester bei der Tiitigkeit der quer- 
cestreiften Muskulatur eine bestimmte Funktion erfillen.”) 
SchlieBlich besteht auch noch die Méglichkeit, daB dieselben 
Verbindungen EinfluB auf den Zustand von Sinnesorganen 
haben.*) Von besonderem Interesse ist, daB Cholinester auBer- 
ordentlich wirksamer sind als Cholin selbst. Diese Beobach- 
tung hat es ermdglicht, kleinste Mengen von Cholin durch 
Uberfiihrung in z. B. Acetylcholin festzustellen, und zwar mittels 
biologischer Methoden, indem der Ester auf die Darmmuskulatur 
oder das Herz einwirken gelassen wird. Es spricht manches 
dafiir, daB wir in der Uberfiihrbarkeit von Cholin in Cholin- 
ester und umgekehrt cine auBerordentlich feine Regulation vor 
uns haben. Je nach den vorhandenen Bedingungen entsteht 
in den Zellen der hochwirksame Cholinester, oder aber es 
wird dieser in Cholin und die gekuppelte Fettsiiure gespalten. 
Dabei sinkt die Wirksamkeit des Cholins je nach seiner Menge 
bis zur Schwelle bzw. unter diese ab. Ist seine Wirksamkeit 
erforderlich, dann wird in entsprechendem Ausmabe der Ester 
hergestellt. Es kann so die Zelle Cholin in fein dosierter 
Weise zur Hervorrufung bestimmter Wirkungen nutzbar machen. 

Wihrend die Wirkung des Cholins bei parenteraler Zufuhr 
wiederholt untersucht worden ist, liegen keine Beobachtungen 
iiber den Einflu& von per os zugefiihrtem Cholin vor. Daraut 
ist es wohl zuriickzufiihren, dab v. Fiirth*) wiederholt zum 
Ausdruck gebracht hat, da& die Vorstellung, wonach bei der 





1) Vgl. die Literatur bei Emil Abderhaldens Lehrbuch der 
Physiologie Bd. 4, Vorlesung 14. Urban & Schwarzenberg, Berlin und 
Wien 1927. : 

*) Vgl. die Literatur bei Emil Abderhalden, a. a. O., Vor- 
lesung 14. 

8) Vel. z. B. W. R. Hess u. F. Lehmann, Pfliigers Arch. Bd. 211, 
S. 603 (1925). 

4) O. von Fiirth, Probleme der physiol. u. pathol. Chem. Bd. I, 
8.190 u. 191. F.C. W. Vogel, Leipzig 1912. 
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Verdauung Verbindungen zusammengesetzter Natur im wesent- 
lichen in ihre Bausteine aufgelést werden sollen, schon deshal} 
nicht zutreffen kénne, weil ja bei der Zerlegung von Phos- 
phatiden so gro8e Cholinmengen gebildet werden wiirden, daf 
schwere Stérungen eintreten miiBten. Nun besteht durchaus die 
Moglichkeit, daB der Abbau zusammengesetzter Verbindungen 
im Darmkanal je nach der Art der vorliegenden Nahrungs- 
stoffe ein verschieden tiefgreifender ist. Ks kommt in erster 
Linie darauf an, ob die entstehenden Abbaustufen in ihrer 
ganzen Struktur und Konfiguration in das Zellgetriebe hinein- 
passen. Hs ist ganz gut denkbar, daB in manchen Fallen 
Verbindungen zusammengesetzter Natur jenseits des Darm- 
kanals Verwendung finden kénnen. Es wird dies dann der 
Fall sein, wenn jene Bruchstiicke in ihrem ganzen Aufbau 
Zellbestandteilen entsprechen. Ferner besteht die Méglichkeit, 
daB innerhalb der Darmwand, eventuell auch in Leukocyten 
ein Umbau vollzogen wird. Es ist von dem einen von uns 
(A.) immer wieder mit allem Nachdruck darauf hingewiesen 
worden, da zurzeit ein exakter Beweis dariiber, in welcher 
Form die einzelnen Nahrungsstoffe zur Resorption kommen, 
nicht vorliegt. Sicher steht nur fest, daB die Bausteine der 
zusammengesetzten Nahrungsstoffe im Darminhalt anzutreffen 
sind. Eine quantitative Verfolgung des Abbaues der zusammen- 
gesetzten Nahrungsstoffe bei der Verdauung ist leider nicht 
moéglich, weil fortgesetzt Resorptionsvorginge eingreifen und 
andererseits bestindig neuer Chymus vom Magen her in den 
Darm iibergefiithrt wird. Stellen wir uns vor, daB cholinhaltige 
Phosphatide in ihre Bausteine aufgelést werden und dabei 
somit Cholin entsteht, so wiirde das natiirlich nicht bedeuten, 
daB mit einem Schlage das gesamte, in den zugefiihrten Phos- 
phatiden enthaltene Cholin zur Abspaltung kommt. Wir wissen, 
daB der Magen die aufgenommene Nahrung fortlaufend in 
kleinen Portionen entlaBt und schon damit eine Regulation 
der Verdauung im Darmkanal und damit auch der Resorption 
gewihrleistet ist. Auf einer riesigen Oberflache werden Spuren von 
Bausteinen gebildet und sofort resorbiert. Dabei kann die Darm- 
wand regulierend eingreifend. GewiB setzen in ihr Synthesen ein. 
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Es schien von Interesse, zu priifen, wie groBe per os 
und auch parenteral eingefiihrte Mengen von Cholin er- 
tragen werden, ohne dab schwerere Erscheinungen 
zutage treten. Wir benutzten zuerst als Versuchstiere 
Ratten und Meerschweinchen. Sie erwiesen sich jedoch 
insofern als ungeeignet, als es Schwierigkeiten machte, ihnen 
das Cholinchlorid in ausreichenden Mengen per os zuzufihren. 
Wir benutzten dann Tauben. Das Cholinchlorid wurde in 


Tabelle I. 


Versuchstier: Taube, Lebendgewicht 386 g. 








Dat Verabreichte Todliche Dosis 
atum 2 : ’ 
Cholinchlorid- Bemerkungen si kg : 
1926 : ; Korpergewicht 
oe” = & gerechnet 
23. 6. 0,005 
24. 6. 0,015 
25. 6. 0,030 
26. 6. 0,100 
9 ) r . 
28. 6. 0,150 Keine besonderen 
‘ > 9) a . 
29. 6. 0,200 f  Erscheinungen 
80. 6. 0,250 
i. 7, 0,350 
2. 7. 0,750 
gS. 7. 1,900 
4, 7. 1,500 
> % 1,800 Das ‘Tier taumelte gleich 
nach der Verabreichung 
der Substanz. Es konnte 
kaum stehen, schlieBlich 
fiel es um, um kurz da- 
nach sich wieder zu er- 
holen. Wiihrend des An- 
falles bestand Speichel- 
fluB. 
. = 2.000 Das Tier wurde auBer- 5,26 
ordentl. unruhig, flatterte 
im Kifig herum, _fiel 
schlieBlich zu Boden, um 
in einem Krampfzustand 
nach 20 Min. einzugehen. 
SpeichelfluB war hier 
ebenso stark, wie bei der 
Verabreichung yon 1,8 g. 
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Ringerlésung ohne Bicarbonat auigelést. Von der Lésung 
fihrten wir dann mit Hilfe einer Pipette eine abgemessenc 
Menge in den Kropf ein. Wir steigerten die Zufuhr von Tag 
zu Tag. Es zeigte sich, da& die Versuchstauben 1,8g des 
Cholinchlorids, ohne schwere Erscheinungen zu zeigen, ver- 
trugen. Bei 2g trat der Tod ein. Nach Kingabe von 1.8 ¢ 
wurden die Tauben unruhig. Sie konnten nicht mehr sicher 
stehen, sie schwankten hin und her und fielen schlieBlich um. 
In diesem Zustand verharrten sie etwa 4—5 Minuten; dann 
trat vollstindige Erholung ein. Nach 10 Minuten waren die 
Versuchstiere wieder ganz munter. Es zeigten sich keine 
Nacherscheinungen. In Tab. 1 ist ein derartiger Versuch an 
Tauben wiedergegeben. Erwiihnt sei noch, daB wir die Wir- 
kung des von Kahlbaum bezogenen Cholinchlorids stets ge- 
priift haben und zwar am Streifen des Froschherzens. 

Wir haben Tauben auch Cholinchlorid subcutan zu- 
getiihrt. Es zeigte sich, daB bei dieser Art der Darreichung 
schon viel kleinere Dosen Giftwirkungen hervorrufen. Ver- 
sleiche das Ergebnis eines solchen Versuches in Tab. II. 

Tabelle IT. 


Versuchstier: Taube, Lebendgewicht 350 g. 





~~ 











: Injizierte rédliche Dosis 
Datum , 5 m pro kg 
m Cholinchlorid- Bemerkungen Kérpergewieht 
926 ‘ 
menge in g gerechnet 
19. 7%, 0,003 
20. 7%. 0,010 
| ae & 0,080 
22. 7. 0,100 
23.. 7. 0,150 An dem Tier sind genau die- 
selben Erscheinungen zu be- 
merken, die wir bei dem 
vorigen Versuch bei Ver- 
abreichung von 1,8 g per os 
beobachten konnten. Hier- 
auf erholte sich das Tier 
nach einigen Minuten voll- 
kommen. 
2é.-3. 0,200 5 Minuten nach der Injektion 0,57 g 
ging das Tier unter vorher- 
gehendem starkem Speichel- 
fluB und iuSerst unruhigem 
Zustande ein. 








JM 
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Wir haben weiterhin das Verhalten von Hunden gegen- 
iiber per os verabreichtem Cholinchlorid gepriift. Ein Hund 
von 7000g Kérpergewicht vertrug 3,5 ¢ Cholinchlorid. Die 
Substanz wurde, in Milch aufgelést, verabreicht. Auer einem 
leichten Durchfall und erhéhtem Speichelflu8 waren keine be- 
sonderen Erscheinungen zu beobachten. In Tab. III ist das 
Ergebnis eines solehen Versuches wiedergegeben. 


Tabelle ILI. 
Versuchstier: Hund Nr. 1, Lebendgewicht 7000 g. 





Per os 
Datum verabreichte hiatal 
(996 Cholinehlorid- einai ae 


menge in ¢ 


15. 7. 1,0 
16. 7. 1,5 
17, 7. 2.5 
18. 7. 3.0 
19. 7, 83,5 Auber leichtem Durchfall und erhéhtem 


SpeichelfluB war an dem Tier nichts 
Besonderes zu beobachten. 








Aus den mitgeteilten Versuchen geht hervor, daB aut- 
fallend groBe Mengen von per os zugetiihrtem Cholin, 
ohne schwerere Erscheinungen hervorzurufen, ver- 
tragen werden. 

Ks entstand nun die Frage, ob das verabreichte Cholin 
auch zur Resorption gekommen ist. Es waren zwei 
Méglichkeiten zu priifen. Kinmal konnte das verabreichte 
Cholin im Darmkanal veriindert werden; ferner bestand die 
Moglichkeit, daB seine Resorption eingeschriinkt ist. 

Zur Priifung der ersten Méglichkeit gaben wir zu Dinn- 
darminhalt frisch geschlachteter Schweine eine abgewogene 
Menge von Cholin. Wir lieBen das Gemisch 24 Stunden im 
Brutraum stehen. Um Fulnisvorgiinge auszuschlieBen, gaben 
wir etwas Chloroform und Toluol hinzu. Zum Nachweis des 
Cholins wurde zunichst von Toluol und Chloroform abgetrennt 
und dann das Gemisch durch einen gehiirteten Filter filtriert. 
Das Filtrat saugten wir iiber einer diinnen Schicht von Tier- 
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kohle ab. Diese kochten wir mit Wasser aus und vereinigter 
dann das Kochwasser mit dem Filtrat. Die gesamte Fliissig- 
keit wurde unter vermindertem Druck zur:Trockne verdamp}‘:. 
Der Trockenriickstand wurde mit absolutem Alkohol ausge. 
zogen; den alkoholischen Auszug dampften wir wiederum zu: 
Trockne ein. Den Riickstand iibergossen wir mit der drei. 
fachen Menge von Kssigsiureanhydrid und kochten dann ani 
dem Wasserbade. Nach Entfernung der Hauptmenge des iiber- 
schiissigen Hssigsiiureanhydrides durch Eindampfen digerierten 
wir den Riickstand mehrmals mit absolutem Alkohol. Es wurde 
weiter abgedampft, bis der stechende Geruch des Anhydride; 
ganz verschwunden war. Nunmehr wurde das acetylierte Pro- 
dukt in einer abgemessenen Menge Ringerlésung ohne Bi- 
carbonat aufgenommen. Wir stellten dann die Wirksamkeii 
der gewonnenen Lisung am Herzstreifen') des Frosches fest. 
Zur Kontrolle wurde eine abgewogene Menge des angewandten 
Cholinchlorids in der gleichen Weise acetyliert und am gleichen 
Herzstreifen die Wirkung des gewonnenen Acetylcholins er- 
probt. Es zeigte sich, dafi die wirksame Menge zwischen 
0,0900001 und 0,0000008¢ lag. Wir haben weiterhin zur 
Kontrolle die gleiche Menge Diinndarminhalt ohne Zugabe von 
Cholin 24 Stunden lang im Brutraum unter Toluol- und Chloro- 
formzusatz aufbewahrt. Die weitere Verarbeitung war die- 
selbe, wie beim oben beschriebenen Versuch, bei dem Choliu 
zugesetzt war. Ks wurde dann von der festgestellten Cholin- 
menge des Cholinversuches jene Cholinmenge abgezogen, dic 
beim Leerversuch (Diinndarminhalt allein) gefunden wordei 
war. Die Menge, die dann verblieb, entsprach ziemlich genau 
derjenigen, die wir dem Darminhalt zugesetzt hatten. Aus 
diesem Versuche geht hervor, dab das Cholin im wesent- 
lichen im Diinndarminhalt unverindert bleibt. 

Um zu priifen, ob Cholin unresorbiert bleibt, haben 
wir den Kot vor und nach der Cholinverabreichung gesamme!t 


1) Vgl. hierzu Loewe, Zs. f. d. ges. exp. Med. Bd.6, S. 289 (1918): 
Emil Abderhalden und Ernst Gellhorn, Pfliigers Arch. Bd. 183, 


S. 303 (1920). 
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und ihn auf seinen Cholingehalt untersucht. Der Kot wurde 
zunichst auf dem Wasserbade getrocknet, der Trockenriick- 
stand fein pulverisiert und im Soxhletapparat so lange mit 
Ather ausgezogen, bis nichts mehr in den Ather iiberging. 
Dann erfolgte Ausziehen mit absolutem Alkohol. Den alko- 
holischen Auszug entfirbten wir mit Tierkohle. Die farblose 
Flissigkeit wurde zur Trockne verdampft und der Riickstand 
in der oben geschilderten Weise mit Kssigsiitureanhydrid be- 
handelt. Das Acetylierungsprodukt nahmen wir in 100 ccm 
Ringerlésung auf. Es zeigte sich, daB nach der Cholineingabe 
per os die Menge an dieser Verbindung im Kote nur in ganz 
geringfiigiger Weise ansticg. 

Die beiden erwihnten Versuche ergaben keine Anhalts- 
punkte dafiir, daB Cholin in einer in Betracht kommen- 
den Menge der Resorption entgeht. Wir versuchten nun, 
ihm im Organismus zu folgen, und zwar indem wir nach 
einer Hrhéhung des Cholingehaltes des Blutes nach 
Verfiitterung der erwihnten Base fahndeten. Zugleich 
priften wir auch den Gehalt des Harnes an Cholin 
und an eventuellen Abbaustufen, die mit ihm in Zu- 
sammenhang stehen kénnten. Zuniichst priiften wir den 
Gehalt des Blutes ohne Verabreichung von Cholin. Es wurde 
lcem Blut enteiweiBt und zwar, indem Tccm Wasser 1 ccm 
*/, n-Schwefelsiure und 1 ccm 10°/,iges Natriumwolframat zu- 
gesetzt wurden. Ks wurde dann abfiltriert und die wasserklare 
Lésung unter vermindertem Druck eingedampft. Der dabei 
verbleibende Riickstand wurde mit Alkohol ausgezogen; den 
alkoholischen Auszug verdampften wir wiederum zur Trockne 
und acetylierten dann den Riickstand.!) Das acetylierte Pro- 
dukt nahmen wir in Ringerlésung ohne Bicarbonat auf und 
priiften dann die Wirksamkeit der Lésung am Herzstreifen- 
priparat. Wir fanden, dai die wirksame Dose fiir das Frosch- 
herz zwischen 0,008 und 0,01 cem des enteiweiBten Blutes lag. 


1) Vgl. hierzu M. Guggenheim u. Loffler, Biochem. Zs. Bd. 74, 
S. 209 (1916). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXIV, 19 
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In der gleichen Weise wurde auch Harn}), bevor Cholin 
per os verabreicht wurde, aut seinen Cholingehalt gepriift. Es 
zeigte sich, daB die wirksame Dose in 0,01 ccm des urspriing- 
lichen Harnes lag. Unsere Ergebnisse der Priifung von Blut 
und Harn auf Cholin stimmen recht genau mit denjenigen 
iiberein, die von Guggenheim und Léffler?) unter Benutzung 
von Meerschweinchendiinndarm als Testobjekt gewonnen worden 
sind. Danach scheinen in der Volumeneinheit des Blutes und 
des Harnes beim Menschen und Hunde ungefahr die gleichen 
Mengen Cholin vorhanden zu sein. 

Bei den mehrfach wiederholten Versuchen an Hunden, 
denen per os 5g Cholin und subcutan 4¢ verabreicht worden 
waren, ohne da schwerere Erscheinungen auftraten, priiften 
wir Blut und ferner den 24stiindigen Harn auf den Cholin- 
gehalt. Es ergab sich stets nur eine ganz geringfiigige Steige- 
rung. Das Blut wurde sowohl nach der subcutanen als auch 
nach der Zufuhr per os regelmiifig in Abstinden von halben 
Stunden aus dem Ohrlappchen entnommen und auf seinen 
Cholingehalt untersucht. Was den Harn anbetrifft, so gelang 
es nur einmal, nach Verabreichung von 5g Cholin per os eine 
etwa zehnfache Vermehrung des Cholins im 24 stiindigen Harn 
nachzuweisen. 

Im Harn fahndeten wir auBberdem nach Abbaustufen, die aus 
Cholin entstanden sein konnten. v. Hoesslin’) hat seinerzeit 
angenommen, daf beim Abbau des Cholins im tierischen Organis- 
mus eine primiire Abspaltung von Trimethyiamin statt- 
finde. Dieses sollte dann entweder unveriindert im Harn erscheinen 
oder aber weiter zu Ameisensiiure abgebaut werden. Er selbst 
konnte nach Cholininjektion keine Zunahme von Trimethylamin 
im Harn feststellen, wohl aber beobachtete er ein Ansteigen der 
Ausscheidung von Ameisensiiure. Hierzu sei bemerkt, dab auch 


') Vgl. M. Guggenheim u. A. Hottinger im Handbuch der biol. 
Arbeitsmethoden (herausgegeben von Emil Abderhalden). Abt. IV, 
Teil 5, Heft 3, 8. 307 (1924). 

*) M. Guggenheim u. Léffler, a. a. O. 

5) H. v. Hoesslin, Beitr. z. chem. Physiol. u. Path. Bd.8, 8. 22 
(1996). 
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Franchini’) nach Verfiitterung von Lecithin an Kaninchen 
ein Ansteigen der genannten Saure im Harn beobachtet hat. 

Bei unseren Versuchen am Hunde bemerkten wir, daBb 
aach Verabreichung von Cholin der Harn stark nach Trime- 
thylamin roch. Wir bemiihten uns, die durch die Nieren zur 
Ausscheidung kommende Trimethylaminmenge vor und nach 
Verfiitterung von Cholin quantitativ zu erfassen, und zwar ver- 
wendeten wir jeweils den Harn von 24Stunden. Zur quantita- 
tiven Trimethylaminbestimmung sind verschiedene Methoden 
in Vorsechlag gebracht worden. Wir wihlten diejenige von 
Dorée und Golla.”) Sie stellt eine Verbesserung und Ver- 
einfachung der Filippischen Methode dar.*) Wir sammelten 
den 24 stiindigen Harn und gaben das Spiilwasser des Kiifigs 
hinzu und filtrierten dann, Das klare Filtrat wurde dann 
cenau nach der Vorschrift von Dorée und Golla behandelt. 
Wir wichen nur von dieser bei der Behandlung der alkoholi- 
schen Liésung ab. Wir bedienten uns wegen der Gefahr des 
Uberspritzens nicht der kleinen Destillationskolben, sondern der 
Makrokjeldablvorrichtung. Die Werte, die wir erhielten, fielen 
etwas hoch aus. Wahrscheinlich werden neben dem Trimethyl- 
amin noch andere Basen mitbestimmt. Wir erhielten im normalen 
24 stiindigen Harn als héchsten Wert 0,0702 ¢. Dieser ist etwa 
doppelt so hoch wie der von Filippi angegebene. Nach Ver- 
fiitterung von 5 g Cholinchlorid fanden wir im 24stiindigen Harn 
0,1580¢ Trimethylamin, wobei freilich, wie schon erwiihnt, die 
Frage oiien bleibt, ob neben dem genannten Amin noch andere 
Basen vorhanden sind. Auf alle Wille ist die immer beobachtete 
Zunahme der Trimethylaminfraktion nach Cholinverabreichung 
von Bedeutung. Es kommt der Einwand von Takeda‘), wo- 
nach der gréBte Teil des nach der Filippischen Methode be- 
stimmbaren Trimethylamins erst sekundaér aus Cholin bzw. 
Betain entstehen soll, fiir unsere Versuche nicht in Frage, 





1) Franchini, Arch. di farmacol. sperim. e science aff. Bd. 7, 
S. 871 (1908). 
2) C. Dorée u. F. Golla, Biochem. Jl. Bd. 5, S. 306 (1910). 
*) F. de Filippi, Diese Zs. Bd. 49, 8. 433 (1906). 
*) K. Takeda, Pfliigers Arch. Bd. 129, 8. 82 (1909). 
19* 
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weil wir ja die im Harn vorhandene Cholinmenge genau be. 
stimmt haben. Sie ist so geringfiigig, daB unméglich das nach- 
gewlesene Trimethylamin im Gefolge der angewandten Method. 
entstanden sein kann. 

Selbst wenn man annimmt, da die Zunahme an Basen 
nach erfolgter Cholinverabreichung ausschlieBlich auf Trime- 
thylamin zuriickzufiihren ist, bleibt seine Menge weit hinter 
der zuriick, die aus den verabreichten 5g Cholinchlorid ent- 
stehen kénnte. Es mu somit entweder das gebildete Trime- 
thylamin weiter verindert werden, oder aber es wird Cholin 
noch in anderer Weise als durch Trimethylaminabspaltune 
veriindert. Guggenheim und Léffler’) ziehen auf Grund der 
Beobachtungen von Hoesslin folgende Méglichkeiten des A}- 
baues des Cholins im tierischen Organismus in Betracht: 








OH 
CH,:- OH: CH, - Nx 
(CHs)s 
Trimethyloxyiithylammoniumhydroxy (Cholin) 
OH i OH,-OH CH, -OH 
CHO-CH,- NZ co | oe 
(CH,), | CH,-OH COOH 
'Trimethyl-aminoacet- C=0 Glykol Glykol- 
aldehyd-ammonium- ~H sdure 
hydroxyd Glyoxal 
COOH 
COOH 
Oxalsiure 





Auf Grund dieser Annahme haben wir gepriift, ob eine 
wesentliche Vermehrung der Oxalsiiureausscheidung nach Cholin- 
eingabe eintritt. Wir fanden im 24stiindigen Kontrollhund- 
harn 0,0112 g Oxalsiure. Nach Verfiitterung des Cholins 
erhielten wir 0,0135 g. Die Bestimmung der Oxalsiiure er- 
folgte nach der Methode von Autenrieth-Bart und Me 
Lean.”) Aus den mitgeteilten Zahlen ergibt sich ohne weiteres. 


1) M. Guggenheim u. Léffler, Biochem. Zs, Bd.74, §.214 (1918). 
*) Vgl. Ivar Bang, Lehrbuch der Harnanalyse, 2. Aufl. (heraus- 


gegeben yon Fr. Kriiger), $8.18. Bergmann, Miinchen 1926; Hoppe- 
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daB wir keine Zunahme der Oxalsiiureausscheidung nach Cholin- 
verfiitterung feststellen konnten. 

Otto Riesser’) hat im Jahre 1914 subcutane Injektionen 
yon Cholinchlorid und Betain bei Kaninchen ausgefiihrt. Er 
stellte dabei fest, daB in den meisten Fallen die Ausscheidung 
des Kreatinins im Harn vermehrt war. Auf Grund dieser 
Beobachtung haben wir bei unseren Versuchstieren — Hunden 
— auch die ausgeschiedene Kreatininmenge vor und nach er- 
folgter Cholinzufuhr verfolgt. Wir fanden in Ubereinstimmung 
mit Otto Riesser, da&{ die Kreatininmenge im Harn 
im AnschluB an die Zufuhr von Cholinchlorid ansteigt, 
und zwar liefi sich die vermehrte Kreatininausschei- 
dung kurze Zeit nach Verfitterung der Base fest- 
stellen. Die Versuchstiere erhielten wihrend der ganzen 
Versuchsperiode qualitativ und quantitativ dieselbe Nahrung. 
In bestimmten Zeitabstiinden wurde ihr eine abgewogene 
Menge von Cholinchlorid zugefiigt. Der Harn wurde wahrend 
24Stunden gesammelt und dann das Kreatinin colorimetrisch 
bestimmt.”) Ks wurde dabei so verfahren, dab 1 ccm des be- 
treffenden Harnes in einen 50 com-MeBkolben iibergefithrt wurde. 
Ks wurden dann 0,5ccm 10°/,ige Natronlauge und 1,5 ccm 
einer kalt gesittigten Pikrinsiiurelésung hinzugefiigt. Nach 
5 Minuten langem Stehen wurde auf 50ccm aufgefiillt und 
mit einer halbnormalen Kaliumbichromatlésung  verglichen. 
Hierzu sei bemerkt, daf nur dann einwandfreie Ergebnisse er- 
halten werden, wenn mit peinlichster Sorgfalt in den zu ver- 
eleichenden Versuchen alle Bedingungen gleich gehalten werden. 
Von allergréBter Bedeutung ist, daB die Beleuchtung bei der 
colorimetrischen Untersuchung stets die gleiche ist. In Tab. 1V 
sind die Ergebnisse eines Versuches der geschilderten Art 
wiedergegeben. 


Seyler-Thierfelder, Handbueh d. physiol. u. path.- chem. Analyse, 
9. Aufl. S. 718 (1924). 

1) Otto Riesser, Diese Zs. Bd. 90, S. 221 (1914). 

*) Vgl. Otto Riesser, Handbuch d. biol. Arbeitsmethoden, Abt. I, 
Teil 7, S. 891 (1928); Biirger, ebenda Abt. IV, Teil 5 (1), Heft 4, 844° 
(1925); Hoppe-Seyler-Thierfelder, a. a. O. S. 708. 
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Tabelle IV. 
Versuchstier: Hund Nr. 2, Lebendgewicht 18000 g. 











1996 | Cholinchlorid- menge im 24 stiind.Harn} Geleistete Arbeit 
menge In ccm 4 

17. 10. _ 250 082 -.4 

18. 10. it 205 0,84 

19. 10. - 108 0,74 

20. 10. 5g 250 0,94 

21. 10. ws Q55 1,23 

22. 10. en 125 0,81 

23. 10. ~ ; 0,83 956m in 10 Min 

24. 10. -— 900 0,83 1911 m in 10 Min. 

25. 10. wat 250 0,82 desgl. 

26. 10. so 270 0,78—0,81 _ 

29. 10. 5 g 220 1,36 1911 m in 10 Min. 

30. 10. _ 158 0,78 

81. 10. _ 158 0,78 











Vergleichen wir die im 24stiindigen Harn enthaltene Kre- 
tininmenge in der vorliegenden Tabelle, dann erkennen wir 
ohne weiteres, daB jedesmal nach Verabreichung vor 
Cholin das ausgeschiedene Kreatinin an Menge an- 
stieg. 

Das Kreatin bzw. Kreatinin scheint in irgendeiner Be- 
ziehung zum Muskelstoffwechsel zu stehen. Da nun, wie wir 
bereits in der Kinleitung hervorgehoben haben, mancherlei 
Beobachtungen dafiir sprechen, daf dem Cholin bzw. seinem 
Ester eine Bedeutung bei der Muskelkontraktion zukommt, so 
dachten wir daran, daB die Vermehrung der Kreatininausschei- 
dung in Zusammenhang mit einem gesteigerten Muskelstoff- 
wechsel stehen kénnte. Um diese Méglichkeit zu priifen, lieRen 
wir Hunde nach erfolgter Cholindarreichung Arbeit leisten. 
Die Versuchshunde liefen auf einer Lautbahn und zwar ohne 
Cholindarreichung 956 bzw. 1911m in 10 Minuten und nach 
Verfiitterung von Cholin 1911 m in derselben Zeit. Die er- 
haltenen Ergebnisse sind in der Tab. LV eingetragen. Es 
fand keine Beeinflussung der Kreatininausscheidung 
durch die gesteigerte Muskelarbeit statt. 
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Wir haben weiterhin die Kreatininausscheidung 
beim Hunde nach subcutaner Injektion von Cholin- 


chlorid studiert. 


Versuches mitgeteilt. 


Tabelle V. 


Versuchstier: Hund Nr. 3, Lebendgewicht 17200 g. 


In Tab. V ist das Ergebnis eines solchen 











on Injizierte Harnmenge | | Kreatininmenge 
Cholinchlorid- ; im 24stiind. Harn 
1926 in ecm 
menge g 
11. 10. 66 357 0,99 
13. 10. wi 180 0,81 
14. 10. ~ l 0,89 
15. 10. | 440 | 0,89 
16. 10. 5g $25 1,52 
2%. 30. — 230 i 0,90 








Man erkennt, daB das Cholin einen deutlichen Einfiub 
auf den Gehalt des Harnes an Kreatinin ausiibt. Bemerken 
wollen wir noch, daf& wir versucht haben, die Menge des aus- 
geschiedenen Kreatins fiir sich zu bestimmen. Seine Menge 
war nur unerheblich vermehrt. Wir haben es deshalb dabei 
bewenden lassen, nur die Kreatininmenge festzustellen. 

Der Versuchshund 3 {(vgl. Tab. V) erwies sich gegeniiber 
Cholin ganz besonders resistent, Er vertrug die subcutan 
injizierten 5 g¢ Cholinchlorid ohne jede Erscheinung. Ks trat 
weder Durchfall noch SpeichelfluB auf. Hund 2, dem wir nach 
Beendigung der Fiitterungsversuche auch 5 g Cholinchlorid 
subcutan einspritzten, geriet sehr bald in groBe Unruhe. Ks 
trat sehr starker Speichelfiu8 auf. °/; Stunde naca erfolgter 
Injektion starb das Tier. Da der Hund 3 wiederholt Cholin 
erhalten hatte, so dachten wir an die Méglichkeit, daB 
eine Art von Gewédhnung vorliegen kénnte. Das Ver- 
suchstier hatte nimlich mehrfach angefangen mit Dosen von 
0,5 g und allmihlich aufsteigend bis zu 5 g Cholinchlorid sub- 
cutan erhalten. Bei Hund 2 dagegen war die mehrfache Zufuhr 
von Cholinchlorid per os erfolgt. Es ist an und fiir sich denkbar, 
daB durch die verschiedene Art der Zufuhr in bezug auf eine 
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mégliche Gewéhnung nicht der gleiche Zustand erreicht wird. 
Es ist aber auch denkbar, dab die verschiedene Widerstands- 
fihigkeit gegen Cholin eine individuelle ist. Wir haben, um 
diese Frage zu priifen, einige Versuche mit Meerschweinchen 
und Ratten durchgefiihrt. Die gewonnenen Erfahrungen ge- 
niigen nicht, um einen bestimmten SchluB in bezug auf die 
Moglichkeit einer Gew6hnung an Cholin zu ziehen. Die Ver- 
suche miissen erweitert werden. So erhielt ein 535 g schweres 
Meerschweinchen eine einmalige subcutane Injektion von 0,4 ¢ 
Cholin; nach 3 Stunden trat der Tod ein. Ein anderes Meer- 
schweinchen von 695 g Kérpergewicht bekam innerhalb 8 Tagen 
einen T'ag nach dem anderen Cholin subcutan. Wir begannen 
mit einer Dosis von 0,14 ¢ und steigerten sie bis zu 0,42 g. 
Nach Verabreichung der letzten Dosis starb das Tier 2 Stunden 
nach erfolgter Injektion. Bei Ratten fanden wir, daB bei 152 ¢ 
Koérpergewicht 0,17 ¢ Cholin geniigen, um den ‘Tod herbei- 
zufithren. Er erfolgte nach einer Stunde, KEiner Ratte 
von 140g Kérpergewicht gaben wir 0,04 g Cholin subcutan 
und steigerten dann im Laufe von 8 Tagen die tagliche Dosis 
bis zu 0,14 g. Bei dieser Dosis trat der Tod schon nach 
30 Minuten ein. 

Die Feststellung, wonach die Ausscheidung von Kreatinin 
nach Kingabe von Cholin ansteigt, bedeutet noch nicht ohne 
weiteres, daB die letztere Verbindung als Muttersubstanz der 
ersteren aufgefaBt werden darf. Ks kénnte sein, daB das Cholin 
durch Beeinflussung des N. parasympathicus an irgendeiner 
Stelle im Organismus und insbesondere im Muskelgewebe den 
Stoffwechsel so beeinfluBt, daB es zu einer vermehrten Kreatin- 
abgabe kommt.') Um einen Einblick in die Beziehungen 
zwischen der Wirkung des Cholins und der Kreatininausschei- 
dung zu erhalten, haben wir weitere Untersuchungen durch- 
cefihrt. Zuniichst stellten wir uns die Frage, ob zwischen 
der verabreichten Cholinmenge und der zur Ausschei- 
dung kommenden Menge an Kreatinin direkte Bezie- 
hungen bestehen. Ware das der Fall, dann wiirde die Wahr- 


1) Vgl. hierzu auch P. Schenk, Arch. f. experim. Path. u. Pharmakol. 
Bd. 95, S. 45 (1922). 
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scheinlichkeit, daB Kreatin aus Cholin entsteht, steigen. In 
Tab. VI sind die Ergebnisse entsprechender Versuche bei Ver- 
abreichung des Cholins per os und in Tab. VII nach sub- 
Zu dem letzteren Versuche 
wurde ein milzloser Hund verwendet. 


cutaner Zufuhr wiedergegeben. 


Tabelle VI. 


Versuchstier: Hund Nr. 4, Lebendgewicht 17000 g. 





‘ Per os verabreichte H Kreatininmenge im 
—— Cholinchloridmenge Penne 24stiindigen Harn 
926 
in ¢ in cem in g 
15. 11. “ 0,7509 
‘ | 415 | — 
i6. 11. | 0,7509 
bi il. | 490 { siecyie 
18. 11. | 0,7340 
19, 11. 2 435 0,7830 
20. 11. 2 485 08080 
21. 11. 220 0,7360 
22. 11. 925 0,7425 
23. 11. 2 250 0,8310 
24. 11. _ 285 0,7638 
25. 11. 225 0,7425 
-— ~ | 590 | isi 
a... it. j 0,7350 








Tabelle VII. 
Versuchstier: Huud Nr. 5, Lebendgewicht 19000 g. 








Injizierte H Kreatininmenge im 
= Cholinchloridmenge ate 24stiindigen Harn 
1926 
in g in cem in g 
21. 11. 220 0,9600 
22. 11. 160 0,9460 
23. 11. - 220 0,9510 
24, 11. 2 150 0,9900 
25. 11. 265 0,9305 
26. 11. on 215 0,9231 














Vergleicht man die nach Zufuhr von 2 g Cholinchlorid erfolgte 
Zunahme an ausgeschiedenem Kreatinin mit der nach 5 g ein- 
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getretenen, dann findet man wohl einen sehr deutlichen Unter- 
schied, nicht aber ein vdélliges Parallelgehen. Fiir die Ver- 
gleichung kommt erschwerend in Betracht, daB die ausgeschie- 
denen Harnmengen in den einzelnen Cholinperioden wechselnde 
waren. Erwihnt sei noch, daB wir dem erwiéhnten milzloser 
Hund 5 g Cholin per os gaben, um zu beobachten, ob der 
Verlust der Milz irgendeinen EKinfluB auf die Cholinwirkung 
hat. Der Hund muBte ferner Arbeit leisten (Laufbahn). Ks 
zeigten sich keine anderen Erscheinungen, als auch bei nor- 
malen Hunden zu beobachten sind. 

Weiterhin versuchten wir, den Gehalt des Blutes 
an vorgebildetem Kreatinin und Gesamtkreatinin vor 
und nach parentaler Verabreichung von Cholin zu be- 
stimmen. Wir benutzten dazu Hund Nr. 2. Das zu unter- 
suchende Blut wurde in bestimmten Zeitabstiinden vor und 
nach erfolgter Cholinzufuhr aus dem Ohbrlippchen entnommen und 
enteiweiBt. In einem Teil des klaren Filtrates stellten wir das 
vorhandene Kreatinin fest; in einem anderen ‘Teil erfolgte die 
Gesamtkreatininbestimmung, nachdem das Filtrat mit n-Salzsiiure 
behandelt worden war. Wir konnten im Blut weder eine 
Vermehrung des Kreatins noch des Kreatinins inner- 
halb von 8 Stunden nach erfolgter Cholinzufuhr fest- 
stellen. 

Wir kénnen aus den von uns durchgefiihrten Versuchen 
wohl den SchluB ziehen, daB die Zufuhr von Cholin zur Ver- 
mehrung der Kreatininausscheidung fiihrt, und damit die Be- 
funde von Otto Riesser bestiitigen, es fehlt jedoch eiu ein- 
deutiger Beweis dafiir, da Cholin in Kreatin ibergeht und dessen 
Bildung nicht indirekt durch die zugefiihrte Base veranlaft 
wird. Bekanntlich ist das Problem der Kreatinbildung immer 
noch in tiefes Dunkel gehiillt. Es ist naheliegend, an eine 
Beziehung des Kreatins zum Arginin zu denken.!) Beide 
Verbindungen sind Guanidinderivate. Es ist jedoch weder nach 
parenteraler noch nach enteraler Zufuhr von Arginin gegliickt, eine 


) Vgl. hierzu M.Jaffé, Diese Zs. Bd. 48, 8.430 (1906); W.H.Thomp- 
son, J. of Physiol. Bd. 51, S. 111 (1917). 














Uber die Wirkung des Cholins auf den tierischen Organismus usw. 297 


Kreatinbildung eindeutig festzustellen. Das Miflingen derartiger 
Versuche ist leicht verstiindlich, seitdem Kossel nachgewiesen 
hat, das Arginin mittels Arginase in Harnstoff und Ornithin 
zerlegt wird. Eine direkte Umwandlung von Arginin in Kreatin 
setzt voraus, daB die erwihnte Gruppe erhalten bleibt. Bessere 
Aussichten boten Durchblutungsversuche von Muskulatur mit 
Arginin und ferner Zusatz der genannten Aminosiure zu Muskel- 
brei!) Auch diese Versuche fiihrten zu keinem eindeutigen 
Ergebnis. Es ist auch an eine Beziehung des Histidins zum 
Kreatin gedacht worden’); jedoch legen auch hierfiir keine 
ausreichenden Beweise vor. Es sei hier bemerkt, daf der Be- 
weis, da8 bestimmte Verbindungen in Beziehung zu anderen 
stehen, in vielen Fillen sehr schwer zu erbringen ist. Negativ 
verlaufende Versuche bei parenteraler und enteraler Zufuhr 
der in Betracht kommenden Substanz schlieBen durchaus nicht 
aus, dai Beziehungen zu der in Frage stehenden Verbindung 
vorhanden sein kénnen. Die einzelnen Zellarten lassen be- 
stimmte Verbindungen, angepaBt an die vorhandenen Anforde- 
rungen und Bedingungen, in bestimmter Weise hervorgehen. 
Wir haben es nicht in der Hand, die Zellen zu zwingen, nach 
Zurverfiigungstellung bestimmter Verbindungen das Material 
hervorzubringen, das unser Interesse fesselt. Der Zellstofi- 
wechsel ist auf das Feinste reguliert. 


Was nun die mdgliche Beziehung des Cholins zu Kreatin 
anbetrifit, so stellt sich Riesser vor, daB die genannte Base 
im Organismus in verschiedener Weise zum Abbau kommt. 
Hinmal kann der Trimethylaminkomplex, wie bereits eingangs 
erwihnt, zur Abspaltung kommen; ferner besteht die Méglich- 
keit, daB nur ein Teil der Methylgruppen abgespaiten wird. 
Die letztere Annahme fiihrt zu folgenden Beziehungen des 
Cholins zum Kreatin®: 


1) Vel. hierzu L. Baumann u. J. Marker, Jl. of Biol. Chem. Bd. 22, 
S. 49 (1915); K. Inouje, Diese Zs. Bd. 81, S. 71 (1912). 

*) H. Steudel u. R. Freise, Diese Zs. Bd. 120, S. 244 (1922). 

3) Vel. hierzu Otto Riesser, Diese Zs. Bd. 90, 5. 221 (1914). 
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OH, - OH NH, NH, 
A A ee + 2CH, + OH 


CH, +N a peg ny 
CH), NH, N+ CH, + CH, - OH 
CH, 


Y 
+ 0, 
NH, 
C=NH 4. HO. 
‘\N—CH, +» COOH 
CH, 

In diesem Zusammenhang sei erwihnt, dab Otto Riesser! 
auBer der Feststellung des Kreatinmgehaltes des Harnes nach 
subcutaner Cholin- bzw. Betainzufuhr auch denjenigen des 
Muskels beim Kaninchen festgestellt hat. Nach Peklharing 
betrigt der Kreatingehalt des Kaninchenmuskels 0,521°/,, 
wihrend Riesser nach Zufuhr der genannten Basen diesen 
Wert bis zu 0,56°/, und 0,6°/, erhOht fand.?) 

Um weitere Anhaltspunkte iiber Beziehungen zwischen 
Cholin und Kreatin zu erhalten, haben wir eine Reihe von 
Versuchen der folgenden Art durchgefiithrt: Es wurde zu be- 
stimmten Organen: Leber, Niere, Milz, Gehirn und Muskel 
von ganz frisch geschlachteten Tieren, nachdem die genannten 
Gewebe auBerlich von Fett und Bindegewebe befreit und mit der 
Fleischhackmaschine fein zerkleinert worden waren, Cholin- 
chlorid zugesetzt, und zwar verwendeten wir 10 g Organbrei 
und gaben dazu 100 ccm Ringerlésung + 0,5 g Cholinchlorid. 
Bei jedem einzelnen Organ wurde ein Kontrollversuch ohne 
Cholinzusatz angesetzt. Um Fiaulnis zu vermeiden, iiberschich- 
teten wir mit Toluol und unterschichteten mit Chloroform, und 
zwar wurden bei allen Versuchen stets die gleichen Mengen 
der genannten Stoffe zugefiihrt. Die Gemische blieben 48 Stunden 
bei 37° stehen. Es wurde dann der Inhalt simtlicher Flaschen 
in auf ihre Dichtigkeit gepriifte Pergamentschlauche iibergefiihrt. 
Die Dialyse erfolgte gegen 1 Liter destilliertes Wasser. Dieses 


') Otto Riesser, Diese Zs. Bd. 86, S. 415 (19138). 
*) Vel. hierzu auch W. F. Shanks, J. of Physiol. Rd. 55, 8. 8 (1921); 
G. Satta, Ann. di farmacol. sperim. e scienze aff. Bd. 17, S. 337 (1914). 
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war mit Toluol tiberschichtet. Die AuBenfliissigkeit wurde nicht 
gewechselt. Die Dauer der Dialyse betrug 48 Stunden. Sie wurde 
bei Zimmertemperatur durchgefiihrt. Die Verarbeitung der 
Dialysate geschah, wie folgt: Zunichst wurden die Dialysier- 
schliuche mit ihrem Inhalt entfernt, nachdem sie von auBen 
sorgfaltig abgespiilt worden waren. Spiilfliissigkeit und Dialysat 
wurden vereinigt. Es wurde dann iiber 10 g Tierkohle ab- 
cesaugt. Selbstverstindlich wurde fiir jede einzelne Probe ein 
frisch mit Tierkohle beschicktes Filter verwendet. Die ein- 
zelnen Fliissigkeiten wurden fiir sich unter stark vermindertem 
Druck eingeengt. Hs wurde sorgfiltig jedes Uberspritzen und 
jeder sonstige Verlust vermieden. Die eingeengten Dialysate 
warden abgemessen, in HKrlenmeyerkélbchen iibergefiihrt und 
mit Toluol iiberschichtet. Wir bestimmten einerseits das vor- 
cebildete Kreatinin und andererseits das Gesamtkreatinin. Das 
erste wurde, wie folgt, bestimmt: Zu 20 ccm des eingeengten 
Dialysates gaben wir 10 ccm 1,2°/,ige Pikrinsiurelésung hinzu 
und 2 ccm 10°/,ige Natronlauge. Als Vergleichslésung ver- 
wendeten wir eine Kreatininlésung, von der 5 ccm 0,03 mg 
Kreatinin enthielten. Diese 5 ccm wurden mit destilliertem 
Wasser auf 20 com aufgefiillt und dann 10 cem der erwihnten 
Pikrinsiiurelésung und 2 ccm 10°/,ige Natronlauge zugefiigt. 
Beide Lésungen wurden dann in Colorimetertrége iibergefiihrt. 
Sie verblieben in diesen 8 Minuten. In weiteren 2 Minuten 
wurde abgelesen. Die Ablesung erfolgte bei kiinstlicher Be- 
leuchtung, wobei jede EKrwiirmung der Colorimeterproben ver- 
mieden wurde. Wir benutzten als Beleuchtungsquelle die dem 
Biirkerschen Himoglobinometer beigegebene Lampe. Wir 
haben festgestellt, daB die Beibehaltung einer gleichen T'em- 
peratur von der allergréBten Bedeutung ist. Wird die Lésung 
erwarmt, dann wird der Harbton tiefer; ferner zeigen sich 
Unterschiede in der Farbnuance zwischen der Testlésung und 
der Versuchslisung. Der Colorimeter verblieb stets bei allen 
Bestimmungen am gleichen Ort, um jeder Moéglichkeit einer 
Anderung der Versuchsbedingungen vorzubeugen. 

Das Gesamtkreatinin der Dialysate wurde folgendermaBen 
festgestellt: Wir verwendeten 10 ccm des eingeengten Dialysates, 


deepen :-memanaee 
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gaben 5 ccm n-Salzsiure hinzu und erhitzten im Wasserbade 
3 Stunden lang auf 80° Nach Ablauf der 3 Stunden wurde 
mit Natronlauge neutralisiert, dann wurde im Mefkolben auf 
20 ccm aufgefillt. Jetzt gaben wir 10 ccm Pikrinsiiurelésung 
und 2 ccm 10°/,ige Natronlauge hinzu. In Tab. VIII ist das 
Hrgebnis einer derartigen Untersuchung mitgeteilt. 


Tabelle VIII. 
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10 g Leberbrei 0.5 100 48 48 0,1890 ; 0,8820 
id g - — 100 48 48 0,2064 1,0200 
10 g Nierenbrei 0.5 100 48 48 0,1125 | 0,4050 
le , = 100 48 48 | 0,1050 | 0,3630 
10 g Milzbrei 0,5 100 48 43 0,0783 } 0,3360 
0g  , oe 100 48 48 | 0,0942 | 0,4100 
10 g Gehirnbrei 0,5 109 48 48 0,0900 | 0,6200 
10 g a — 100 48 48 0,0681 0,5600 
10 g Muskelbrei 0,5 100 48 45 0,2250 | 71,2000 
10 g ‘ — 100 48 48 0,3100 7,4000 


Man erkennt aus den einzelnen Ergebnissen, da8 bald der 
Versuch mit Organbrei allein mehr Gesamtkreatinin aufwies, 
bald derjenige, bei dem Cholin zugesetzt war. Man kénnie 
nun daran denken, daB die einzelnen Organe sich gegeniiber 
Cholin verschieden verhalten. Wir méchten jedoch auf Grund 
der gesammelten Erfahrungen, die wir im Laufe der Versuche 
gewonnen haben, auf die erwiihnten Unterschiede nicht viel 
(sewicht legen. Daf die von uns angewandte Methode der 
Kreatinin- und Gesamtkreatininbestimmung gut vergleichbare 
Werte ergibt, davon haben wir uns durch besondere Versuche 
iiberzeugt. Allerdings ist es notwendig, die Versuchsbedingungen 
mit aller Genauigkeit bei allen vergleichenden Versuchen gleich 
zu halten und auch nicht in der kleinsten Einzelheit wie 
z.B. in der Wahl der Menge der Tierkohle, die zur Filtration 
des Dialysates verwendet worden ist, abzuweichen. Ubrigens 
ist diese Filtration unbedingt erforderlich, denn man erhilt sonst 
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leicht etwas getriibte Dialysate. Beseitigt man die Triibung 
nicht, dann leidet die Exaktheit der colorimetrischen Bestimmung 
darunter. 

Wir haben, von der Vorstellung ausgehend, da8B un- 
mittelbar aus Arginin sich bildender Harnstoff mit 
dem aus Cholin unter Abspaltung von Methylgruppen 
hervorgehenden Produkt zu Kreatin zusammentreten 
kénnte, Versuche mit Arginin + Cholin angestellt, wobei 
noch bemerkt sei, dai wir einstweilen die Frage, ob Harnstoft 
+. Cholin + Organbrei Kreatin liefert, beiseite gestellt haben, 
und zwar deshalb, weil bereits ein negativer Befund von Bau- 
mann und Marker’) vorliegt, dem zufolge Zusatz von Sarkosin 
-+- Harnstoff zu Muskelbrei nicht zur Kreatinbildung fihzrt.’) 
Kbensowenig erfolgreich war die Durchleitung der genannten 
Verbindungen durch den iiberlebenden Muskel. Um die Harn- 
stoffbildung aus Arginin zu gewiihrleisten, verwen- 
deten wir Leber, weil diese Arginase enthilt, die be- 
kanntlich den iibrigen Organen des tierischen Orga- 
nismus fehlt. Wir priiften einstweilen Muskelgewebe + Leber- 
gewebe und ferner das letztere vereinigt mit Gehirnsubstanz. 
Zu diesen Gemischen fiigten wir 0,5 g Cholin und 0,4 g Arginin. 
Die verwendeten Organbreie waren die gleichen, von denen 
wir Anteile zu den in Tab. VIII mitgeteilten Versuchen be- 
nutzt haben. Es kénnen somit die in beiden Versuchsreihen 
gewonnenen Befunde gegenseitig zum Vergleich herangezogen 
werden. In Tab. IX sind die Ergebnisse von Versuchen mit 
den genannten Organgemischen mitgeteilt. 

Zum Vergleich dienten auBerdem noch Versuche, bei denen 
zum Gemisch Gehirn + Leber, bzw. Muskel + Leber entweder 
nur Cholin oder nur Arginin zugesetzt worden war. Be- 
trachtet man die in Tab. IX wiedergegebenen Befunde, dann 

) a. a. OQ. 

*) Vgl. auch die Versuche von W. H. Thompson [{J. of Physiol. 
Bd. 51, 8. 347 (1917)], der beobachtete, da’ die gleichzeitige Zufuhr von 
Arginin und Verbindungen, die Methylgruppen abspalten (Methylcitrat, 
Paraformaldehyd, Hexamethylentetramin) die Kreatinbildung mehr steigert, 
als die bloBe Zugabe der genannten Aminosiiure. 
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Tabelle IX. 
2g & lo  * [ef J. [Sac] es 
B28 (Seel2ele2el8eel 5 6 #5 
, O:m Who a’ “1:0 o IS Ss <3 mS 
20S isq 5) PBB lsh cl sf Sal GEE 
7. =e TeT 122" 2 
g Gehirn 0,5 0,4 | 100 48 48 0,0800 | 0,7100 
5 Gein 0,5 04 | 100 | 48 | 48 | 023808 | 2,7000 
ever 
a = 0,4 | 100 | 48 | 48 | 0,1545 | 0,8400 
5 Yr Le 
: g oat 0,5 — | 100 | 48 | 48 ]| 0,3600 | 1,4000 
5 o Leber 
5 ¢ Gehir 
or ea se — } 100 | 48 | 48 | 0,1921 | 1,1000 
e Leber 
hes a 0,5 0,4 | 100 | 48 | 48 | 0,6900 | 4,9500 
£ er 
ii — a 0,4} 100 ! 48 | 48 | 04680 | 3,7080 
5 ¢ Leber 
r ske : 
es si | 0,5 — $100 | 48 | 48 | 0,7800 | 3,9000 
5 ¢ Leber 
r Musk : : 
. ne ° oh — | 100; 48 | 48 | 0,3750 | 3,6000 
5 g Leber 
10 g Muskel 0,5 0,4 100 48 4 48 0,2800 | 6,8000 

















erkennt man, dab in den Versuchen, in denen Cholin und 


Arginin mit 


Organgemischen Gehirn + Leber 


bzw. 


Muskel + Leber zusammen angesetzt waren, eine ganz 
bedeutende Zunahme des Gesamtkreatinins pee gt. 
In den Versuchen, in denen ausschlieBlich Arginin ae: 


war, 


ist keine Kreatininzunahme feststellbar. 


In allen Fallen, 


in denen Cholin und Arginin zugleich vorhanden waren, zeigte 


sich ein 


ganz erhebliches Ansteigen des Kreatinins. 


Auch 











dann, wenn Gehirn und Leber mit Cholin allein zugegen waren, 
erfolgte eine Zunahme sowohl des Kreatinins als auch des 
Kreatins. Hs ist dies besonders in dem Versuch Gehirn +- Leber 
sehr deutlich zum Ausdruck gekommen. Dieser Befund libt 
sich wahrscheinlich dadurch erklaren, daB mit dem Leber- 


gewebe die Moéglichkeit der Harnstoffbildung aus an und fiir 
sich vorhandenem Arginin gewibrleistet ist. 


Wir haben die 
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gleichen Versuche noch dreimal durchgefiihrt. Die zweite Ver- 
suchsreihe ergab genau das gleiche Resultat, wie die oben mit- 
geteilte, wahrend die dritte Versuchsreihe unregelmiBige Er- 
gebnisse lieferte; jedoch waren die verwendeten Organe nicht 
ganz frisch. 

Wir haben noch zur weiteren Sicherung der erhaltenen 
Befunde Versuche mit gekochten Organen angestellt. Die 
Ergebnisse sind in T'abelle X mitgeteilt. Kin Vergleich zwischen 
den entsprechenden Versuchen der Tab. IX und X zeigt, daB 
durch das Kochen die Kreatininbildung aus Cholin bzw. 
Cholin + Arginin aufgehoben wurde. 


Tabelle X., 
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Zu den mitgeteilten Versuchen ist noch zu bemerken, dab 
die angewandte Methodik bei der Sorgfalt, mit der die ein- 
zelnen Versuche durchgefiihrt wurden, ohne Zweifel bei ver- 
sleichenden Versuchen brauchbare Ergebnisse liefert. Selbst- 
verstindlich kénnen die erhaltenen Werte nicht als quantitative 
velten. Schon der Umstand, daB dialysiert wurde, schafit Un- 
eleichheiten. Ferner lassen sich bei den einzelnen Operationen 
Verluste nicht restlos vermeiden. Etwas Kreatinin ist auch beim 
Filtrieren in der Tierkohle geblieben. Es wird unser Bestreben 
sein, die ganze Methodik weiter auszugestalten. Aus den an- 
gefiihrten Griinden haben wir die kleinen Unterschiede, ‘die 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXIV. 20 
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bei manchen Versuchen im Kreatiningehalt aufgetreten sind, 
unberiicksichtigt gelassen und nur Wert auf solche Ergebnisse 
gelegt, bei denen so grofe Differenzen vorhanden waren, daf 
Fehlerquellen vollkommen aufer Betracht fallen. Nicht ohne 
weiteres vergleichbar sind die Versuche mit gekochten Organen 
mit denen, bei denen die Organe frisch verwendet worden 
sind, und zwar insofern nicht, als durch das Kochen ohne 
Zweifel priformiertes Kreatin in Kreatinin  iibergefiihrt 
worden ist. Ferner sind Kreatin und Kreatinin zum Teil 
in das Kochwasser iibergegangen. Aus diesen Griinden sind 
die betreffenden Werte kleiner als bei Verwendung der frischen 
Organe. 

Die angestellten Versuche bediirfen in vieler Hinsicht einer 
Erweiterung und Vervollkommnung. LEinmal sind weitere 
Organe auf ihr Kreatinbildungsvermégen bei Gegenwart von 
Leberzellinhalt +- Cholin + Arginin zu _ priifen und dann ist 
z. B. nachzuforschen, welchen Einflu& ein Wechsel der Be- 
dingungen hat (p,, = Konzentration, Zufuhr baw. Ausschlu8 von 
Sauerstoff usw.). Vor allem sind auch Inkretorgane auf eine 
eventuelle Beeinflussung der Kreatinbildung zu_priifen. 


Zusammenfassung. 


Ks wird festgestellt, daB Cholin, per os zugefiihrt, in ganz 
bedeutend gréBeren Dosen, ohne schwerere Erscheinungen 
hervorzurufen, vertragen wird, als wenn die Zufuhr parenteral 
erfolet. Es wird gezeigt, daB dieser Erscheinung weder eine 
in Frage kommende Zerstérung von Cholin im Darmkanal 
zugrunde liegt, noch eine mangelhafte Resorption der Base. 

In Ubereinstimmung mit Versuchen von Otto Riesser 
wird festgestellt, da& Hunde nach Cholinzufuhr eine vermehrte 
Kreatininausscheidung im Harn aufweisen. Die Anschauung 
von Riesser, wonach Cholin nach teilweiser Entmethylierung 
mit Harnstoff zu Kreatin zusammentritt, findet in der Be- 
obachtung eine Stiitze, da& Gehirn- und Muskelbrei zusammen 
mit Arginase enthaltendem Leberbrei nach Zusatz von Arginin 
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und Cholin eine ganz bedeutende Vermehrung des Kreatins 
bzw. Kreatinins hervorrufen. 

Es wird der Moéglichkeit gedacht, daB das Kreatin in 
den Stoffwechsel des Cholins eingereiht ist und insbesondere, 
daB Muskel- und vielleicht auch Nervengewebe Cholin, das 
innerhalb beider bestimmte Funktionen erfillt, durch Ver- 
wandlung in Kreatin beseitigen. Méglicherweise ist der ganze 
Vorgang auch reversibel, doch liegen dafiir zurzeit keine An- 
haltspunkte vor. Wahrscheinlich verliuft die Beziehung von 
Serin iiber Oxyiithylamin zu Cholin zu Kreatin. 








Réntgenographische Untersuchung von Spinnenseide. 
Von 


R. 0. Herzog und W. Jancke. 





(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fair Faserstoffchemie, Berlin-Dahlem.) 


(Der Redaktion zugegangen am 31. Januar 1927.) 


Vor einiger Zeit ist erwihnt worden‘), da8 Spinnenseide 
ein ihnliches Roéntgendiagramm liefert wie das Sekret der 
Seidenraupe. Im folgenden werden nihere Angaben gemacht 
und die gefundenen Glanzwinkel verglichen. 

Zur Untersuchung dienten Faden der Madagaskar-Spinne, 
die gezwirnt und leicht gefiirbt waren. Nach Méglichkeit wurde 
der Drall zuriickgedreht und zwecks Entfernung des Farbstoffs 
mit schwacher Seifenlésung kalt behandelt. 

Die so priiparierten Fasern geben ein deutliches Faser- 
diagramm, das allerdings von einer — vom Priparat selbst 
herriihrenden — starken Strevstrahlung iiberlagert ist, so daB 
es nicht leicht gelingt, geniigend klare Bilder zu erhalten. Die 
Streustrahlung, die auch bei giinstigen Platten nur die stir- 
keren Interferenzen klar hervortreten liBt, riihrt wohl von Bei- 
mengungen des krystallisierten Kérpers her. 

In nachstehender Tabelle sind die beobachteten Inter- 
ferenzen beziiglich ihrer Lage und Intensitit wiedergegeben. 

Im Vergleich dazu sind die Interferenzlagen bei echter 
Seide angegeben. Diese Werte sind der in unserem Institut 
ausgefiihrten Arbeit von R. Brill?) entnommen. 





1) R.O. Herzog u. W.Jancke, Festschr. d. Kaiser Wilhelm- 
Gesellschaft zur Ford. d. Wiss. 1921, S. 119. 
*) Liebigs Ann. d, Chem. Bd. 434, S. 204 (1928). 
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. oO me 
Punkt?) Intensitit ”) _ 2 py 20 
bei echter Seide 
bei Spinnenseide (Mittel wert) 
A, mittel 0,1475 0,149 
A, stark 0,1791 0,179 
A; schwach 0,2988 0,294 
L, s 0,1835 0,184 
. mittel 0,2145 0,218 
IT, schwach 0,2346 0,235 
I, mittel 0,2692 0,268 





Ks zeigt sich, daB die beobachteten stiirkeren Interferenz- 
flecken der Spinnenseide mit denen der echten Seide innerhalb 
der Fehlergrenzen iibereinstimmen. Spinnenseide und 
Raupenseide enthalten demnach denselben krystal- 
linen Bestandteil (in gleicher Krystallitanordnung: Faser- 
struktur). 


Fiir die Uberlassung eines Priparates von Spinnenseide 
aus dem Nachlasse EK. Fischers sind wir Herrn Privatdozent 
Dr. Hermann Fischer zu gré8tem Dank verpflichtet. 





1) Es bezeichnen A den Aquator, I und II die Schichtlinien, die 
Indizes die Punkte auf dem Aquator bzw. den Schichtlinien. Es treten 
auch bei den Seiden der verschiedenen Spinnenarten niemals alle ge- 
fundenen Interferenzen zugleich auf. 

*) Die Intensititsangaben beziehen sich auf Spinnenseide. Bei 
den untersuchten Raupenseiden sind die Intensitiiten variabel. Nur A, 
und I, erscheint in allen neun untersuchten Fillen; A,, A;, I,, I, fehlen 
je zweimal, IJ, siebenmal. 








Calorimetrische Untersuchungen an Nucleinsduren, ihren 
Spaltstiicken und ihrer Verbindung mit Protamin. 
Von 
J. Ellinghaus. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. Februar 1927.) 


Die quantitative Zusammensetzung und der Aufbau der 
Thymonucleinsiure ist durch die grundlegenden Arbeiten von 
H. Steudel festgestellt worden. Es handelt sich um einen 
Koérper, der aus vier stickstoffhaltigen Substanzen besteht 
(Guanin, Adenin, Cytosin und Thymin), vier Molekiilen einer 
Hexose und vier Molekiilen Phosphorsiure, und zwar sind die 
stickstoffhaltigen Kérper an die reduzierende Gruppe der 
Hexosen gebunden. Die so gebaute Siure ist vierbasisch. 
Einen weiteren AufschluB und eine Bestitigung der von Steudel 
gemachten Befunde hat die Untersuchung einfacher gebauter 
Nucleinsiiuren gebracht, von denen die schon von Liebig im 
Fleischextrakt aufgefundene Inosinsiure und die von Bang 
aus Pankreas isolierte Guanylsiure sich als Kérper erwiesen, 
die aus einem Molekiil Phosphorsiiure, einem Molekiil einer 
Pentose und einem Molekil einer Purinbase (Hypoxanthin 
bzw. Guanin) bestehen. Hier konnte sogar die zuerst von 
Steudel ausgesprochene Behauptung, da die stickstoffhaltigen 
K6rper an die reduzierende Gruppe der Kohlenhydrate ge- 
bunden seien, die damals durch das Reduktionsvermégen der 
nach Abspaltung der Nucleinbasen erhaltenen Fliissigkeit be- 
wiesen war, durch Isolierung der krystallisierenden Pentoside 
erhirtet werden. Die Bedingungen waren hier giinstiger als 
bei der Thymonucleinsiiure, weil die Pentosidbindungen und 
die Pentosen iiberhaupt gegen hydrolysierende Agenzien viel 
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widerstandsfihiger sind als die Hexose der Thymonucleinsiure. 
Auch die von Altmann aufgefundene Hefenucleinsiure erwies 
sich als ein solcher aus ,,einfachen“ Nucleinsiuren aufgebauter 
Korper, der aber im Gegensatz zur Thymonucleinsiure schon 
bei schwach alkalischer Reaktion in die einfachen Nucleinsauren 
zerfallt, wihrend die Bindungen der einfachen Nucleinsiuren 
untereinander bei der Thymonucleinsiure alkalibestiindig sind. 
Wihrend nun aber bei der Thymonucleinsiiure die Steudel- 
sche Formel sich allgemeiner Anerkennung erfreut, sind die 
Meinungen iiber die Zusammensetzung der Hefenucleinsiiure 
noch geteilt. Die Differenzen bestehen hauptsichlich darin, 
da8 nach der einen Auffassung das Uracil ein primiirer Be- 
standteil des Molekiils der Hefenucleinsiiure ist, daB also die 
Zusammensetzung der Hefenucleinsiure folgendermafen wiire: 
Guanin-Ribose-Phosphorsiiure \ 
Adenin—Ribose—Phosphorsiiure 
Cytosin—Ribose—Phosphorsiiure | 
Uracil—Ribose—Phosphorsiiure / 
(Die Reihenfolge der einzelnen einfachen Nucleinsiiuren ist will- 
kiirlich.) 

Dagegen ist eine Reihe andrer Forscher mit Steudel der 
Meinung, daB das Uracil héchstwahrscheinlich nicht ei primirer 
Bestandteil der Hefenucleinsiiure ist, sondern daB es aus seiner 
Muttersubstanz, dem Cytosin, durch Desamidierung entweder 
bei der Priparation der Nucleinsiiure oder wiihrend des Lebens- 
prozesses der Hefe entstanden ist. Denn es ist bekannt, dab 
nicht allein das Cytosin leicht seine Amidogruppe verliert, und 
in Uracil iibergeht, sondern ebenso kénnen Guanin und Adenin 
leicht in Hypoxanthin und Xanthin verwandelt werden. Ja, 
es bedurfte erst langwieriger und mihsamer Untersuchungen 
Steudels, ehe festgestellt werden konnte, daf nur Guanin 
und Adenin primiir in der Nucleinsiiure vorkommende Purin- 
derivate sind. 

So schwanken die Angaben iiber die Zusammensetzung 
der Hefenucleinsiure, und es ist bezeichnend, da z. B. derselbe 
Autor (Jones)'), der friiher sehr eifrig fir das primare Vor- 


1) Jl. of Biol. Chem. Bd. 62, S. 557 (1925). 
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kommen von Uracil eingetreten ist, in seinen letzten Arbeiten 
nunmehr der Uberzeugung Ausdruck gibt, daB das Uracil erst 
sekundir entstanden sei und daB seine Muttersubstanz im 
Cytosin der Hefenucleinsiiure zu suchen sei. 

Ferner ist trotz vieler darauf gerichteter Bemiihungen 
noch nicht die der Thymonucleinsiiure zugrunde liegende Hexose 
isoliert worden. Als sichere Bruchstiicke sind bisher nur 
Ameisensiiure und Livulinsiiure (Kossel)') und ein Oxymethyl- 
furfurol (Steudel und Peiser)?) bekannt. Nach Steudel ist 
das Kohlenhydrat héchstwahrscheinlich Glucose oder eine ihr 
sehr nahestehende Hexose, die aber deswegen so unbestindig 
ist, weil mindestens eine OH-Gruppe durch Phosphorsiure 
besetzt sein muB. Die Abtrennung der Phosphorséiure kann 
nun nicht ohne Zerstérung des Zuckermolekiils vor sich gehen, 
wie ja auch die Spaltung der bei der Girung erhaltenen Hexose- 
phosphorsiiure Schwierigkeiten macht, trotzdem hier sicher die 
Aufspaltung leichter ist, weil hier nach allgemeiner Ansicht 
die Phosphorsaéure an die reaktionsfihige Aldehydgruppe ge- 
kniipft ist. Aus der primiir angewandten Glucose bekommt 
man aus der Girungshexosephosphorsiiure zum SchluB Fructose 
zuriick. In der Thymonucleinsiiure ist aber die reduzierende 
Gruppe von den stickstoffhaltigen Kérpern besetzt und die 
Phosphorsiiure muB an eines der fiinf anderen Kohlenstoff- 
atome gebunden sein, von denen sie viel schwerer ablésbar 
sein wird. 

Auf Veranlassung von Herrn Geheimrat Rubner habe ich 
nun versucht, den oben erwihnten Fragen mit calorimetrischer 
Methodik naiher zu kommen. Es sollte noch einmal in 4hn- 
licher Weise, wie es schon Kiilz*) versucht hat, der Brennwert 
der Thymonucleinsiure und seiner siimtlichen Bruchstiicke be- 
stimmt werden; ergaben sich dann aus der Aufrechnung der 
brennwerte der Bruchstiicke und unter Einsetzung des fiir 
Glucose bekannten Wertes der Brennwert, der fiir die Thymo- 





1) Chem. Ber. Bd. 27, IL. S. 2215 (1894). 

2) Diese Zs. Bd. 132, S. 297 (1923); Bd. 139, S. 205 (1924). 

) Uber die Verbrennungswiirme einiger Nucleinsiuren und ihrer 
Spaltprodukte. Inaug.-Diss. Berlin 1915. 
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nucleinsiiure selbst gefunden war, so war damit bewiesen, dab 
die Hexose der Thymonucleinsiure jedenfalls nicht wesentlich 
von der Glucose verschieden sein konnte. Durch das gleiche 
Verfahren sollte ferner ein Anhalt gewonnen werden, welche 
Formel fiir die Hefenucleinsiure in Betracht kiime, die von 
Levene aufgestellte oder die von Kowalewski, Hier lagen 
die Verhiltnisse eigentlich noch einfacher, weil hier ja das zu- 
grunde liegende Kohlenhydrat, die Ribose, genau bekannt war. 
Endlich wurde bei dieser Gelegenheit und gewissermaBen als 
Probe auf das Exempel der Brennwert einer Reihe einfacher 
Nucleinsiiuren bestimmt. Auch hier mute die Aufrechnung 
des Brennwertes der einzelnen Spaltstiicke die gleiche Zahl 
ergeben wie der Brennwert der einfachen Nucleinsiiure selbst. 

Als AbschluB der Arbeit wurden sodann noch der Brenn- 
wert des mit Wasser, Alkohol und Ather extrahierten Spermas 
vom Hering und der Brennwert des von Steudel hergestellten 
kiinstlichen nucleinsauren Protamins bestimmt. Auch _ hier 
muBte sich als Bestiitigung der Steudelschen Analysen vollige 
Gleichheit der Brennwerte ergeben, ebenso wie die Aufrechnung 
der Brennwerte der einzelnen Komponenten dieselbe Zahl 
liefern mubBte. 

Die simtlichen in dieser Untersuchung benutzten Pri- 
parate sind mir in analysenreinem Zustande von Herrn Prof. 
Steudel zur Verfiigung gestellt. Zur Bestimmung des Brenn- 
wertes wurde, falls geniigend Substanz vorhanden war, das 
Calorimeter von Berthelot-Mahler-Kroeker mit 3000 g 
Wasserfiillung benutzt; zur Bestimmung bei kleinen Mengen 
Substanz diente das kleinere Calorimeter mit 480 g Wasser- 
fiillung. Im ersten Falle betrug der Wasserwert 385, im zweiten 
Falle 58. Die groBe Bombe wurde vor der Verbrennung mit 
10 cem, die kleine mit 2 ccm Wasser gefiillt. Die Korrekturen 
fir Vor- und Nachversuch wurden nach der vereinfachten 
Stohmannschen Formel vorgenommen, die ibrigen Korrekturen 
auf die tibliche Weise. 

Die Resultate, die bei der Verbrennung der krystallisie- 
renden Substanzen erhalten sind, gebe ich der Kiirze wegen 
in der folgenden Tabelle wieder. 
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Nummer 


~1 


14 


Ld 


16 

















2 3 4 5 6 
o » ‘ © ' 
oD a ed 
Art der et 18 Sa S/S Wala FE 
. bo PaVMrI IS oR] o Oo 
Substanz » © JAtO SF Hols cola ws 
tp @ Soe oO Ras os = 
2 los %W alo Ia as 
qe |e - 53 
Guanin { 1,0574 1,213 3896 | 
- r : row © 
(C,H,N,0) 11,2220] 1,400 |ssgof | 2848 
Guaninsulfat 10498 0,837 2705 589,5 
(C,H5N50), 
H,SO, + 2H,O 
Adenin (©, 1, N.) 0,0699 0,629 4864 | are ee 
svnthetise 7.) res 6D0, é 
(synthetisch) 0,0T28 0,653 4849 | ' 


Adeninsulfat 
(C5H;N;)» 
H,SO, + 2 H,O 
Nanthin 
(C,H,N,O,) 
ily poxanthin 
(C,11,N,O) 
(synthetisch) 
Cytosin (C,H,ON,) 
(wasserfrei) 
Uracil (C,H,N,O,) 
(synthetiseh) 


Thymin (C,H,.N,O.) 





{ O,8781 
| 0.8066 


} 00858 
10,0968 
j O,O894 
10,0688 


0,0814 


{ 0.8160 
10,6084 


losin (0,.4,.8,0,1 { 0,0952 


Vernin (Guanosin) 
(C,H, ,;O,N5 
-+- 2H.O) 
Inosinsaures 
Barium 
(C, Hy, OgN,PBa 

T"/s HO) 

GuanyIsiiure 
(CG, H,,O;N;P 

+ 2H,O) 
Adenylsiiture 
(OC, H,,0,N;? 

+ H,O) 

d-Ribose 


d Glueose 


") Jl. pr. Chem. Bd. 44, 8. 380. 
’) Zs. physik. Chem. Bd. 69, S. 








| O,LOT7T 
O,0058 


| 0.0688 
| 0,0694 


O,0TT0 


{0.0865 
10,0690 


0,836 
0,766 


0,586 
0,661 8688 | 
0,678 4094 | 


0,242 LS79 | 


0,404 | 2831 
0,537 352 | 
0,426 333 | 








0,526 4128 J 
0,648 4300 
O,S7S8 3652 
0,651 O37 | 
— 4467 *) 
. 1458 ° 
0,735 ALTO \ 
O,828 | 4150 | 
0,383 18697 
0,241 1889 | 





632,5 


560,4 


09,1 


409,4 


562,8") 
565,6**) 


1115.0 
1179,5 


1164,4 


1130,0 


1220,0 


560 


675,0 





Werte aus der 
Literatur 


599 (K iilz) 
587 (Stohmann)! 
587 (Voit)’) 


660 (KK u ] Z berechn } 


480(Kii lz berechn 
408,4 (iilz ber. 


*) (Fischer u. 
W re de)’) 
*) (Kiilz) 


1173,6 (Kiilz) 


(Kiilz berechnet: 
Arabinose 559, 
Xylose 562 [Stoh- 
mann u. Lang- 


bein))') 


*) Zs. Biol. Bd. 44, S. 845 (1908). 
218 (1908). 
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rere Hier herrschen im allgemeinen klare und _ iibersichtliche 
Verhiltnisse. Ks ist zB. der Brennwert des Inosins (Hypo- 
xanthin-ribosid) genau gleich der Summe der Brennwerte des 
.. Hypoxanthins (559) und der Ribose (560) = 1119 (berechnet; 
gefunden: 1115). Der inosinsaure Baryt zeigt einen etwas 
héheren Brennwert (1164,4). Die Adenylsiiure wiederum (1220) 
hat einen Brennwert, der der Summe der Brennwerte von 
un)" Adenin und Ribose (656 + 560 = 1226) entspricht. Dagegen 
bleibt beim Guanosin der aus den bBrennwerten yon Guanin 
und Ribose (588 + 560 = 1148) berechnete Wert hinter dem 
experimentell gefundenen (1179,5) zuriick. Der jetzt gefundene 
Wert stimmt aber mit dem frither von Kiilz erhaltenen (1173,6) 
gut tiberein. Mit dem fiir die Guanylsiiure gefundenen Brenn- 
wert (1130) ergibt die theoretische Aufrechnung der Brenn- 
werte der Spaltstiicke aber eine befriedigende Ubereinstimmung 
(1148). 
Die Verbrennung des thymouucleinsauren Natriums sowie 
ates des hefenucleinsauren Natriums heferte folgende Werte: 


1. Thymonucleinsaures Natrium (lufttrocken). 


Analyse. 


0,2500 siittigen 23,9ecem n/10-Siiure (Kjeldahl) = 13,38 °/,5 N. 
0,2809 » 21,9eem . . = 13.40% N. 


Calorimetrie, 
0,9380 gaben bei Wasserwert 385 und Fiillung 3000 eine Tempe- 


0 


raturerhéhung von 0,877° ecinschlieBlich der Korrekturen = 3164 Cal. pro g. 


1,1872 gaben unter den gleichen Bedingungen eine Temperatur- 


erhéhung von 1,068° = 8180 Cal. pro g. 


Mittel: 3172 Cal. fiir 1 g thymonucleinsaures Natrium. 


2. Hefenucleinsaures Natrium (lufttrocken). 
(Boehringer und Séhne, Mannheim.) 


hnet: Analyse. 
D099, oO ee } > N oe 9 90 Y a 
Stoh- 0,2888 siittigen 26,9 cem n/10-Siiure = 13,32 °/) N (Kjeldahl). 


Calorimetrie. 
1,4705, unter den gieichen Bedingungen wie oben, ‘l'emperatur- 
erhéhung 1,217° = 2810 Cal. 


ei. 
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1,2340, unter denselben Bedingungen, Temperaturerhéhung 1,018° 
= 2809 Cal. 

Mittel: 2805 Cal. pro 1 g lufttrockne Substanz. 

Bei diesen beiden Priparaten ist es erforderlich, die Brenn- 
werte auf trockne Substanz umzurechnen. Man erhialt dann 
fiir die freie Thymonucleinsiure unter Zugrundelegung der 
Steudelschen Formel C,,H,,0,,N,,P, mit 14,61°/, N einen 
Brennwert von 3584 Cal. pro g oder von 4970 Cal. fiir ein 
Milligrammolekiil. 

Fiir die Hefenucleinsiure ergeben sich verschiedene Werte, 
je nachdem welche Formulierung man der Berechnung zugrunde 
legt. Wihlt man die Levenesche’) Formel C,,H,,0,,N,,P, 
mit 16,12°/, N, so erhalt man einen Wert von 3431 Cal. pro 
1g trockne Substanz; nach der Kowalewskischen Formel’) 
C,,H,,0,,N,,P, mit 17,63°/, N fiir die freie Siure erhalt man 
3750 Cal. pro 1g. Kine Formel fiir einen Kérper, der 4 Pen- 
tosen, 4 Molekiile Phosphorsiure, je 1 Molekiil Guanin, Adenin 
und 2 Molekiile Cytosin enthielt, wiirde C,,H,,O,.N,,.P, mit 
17,23 °/, N sein; der Brennwert wiirde danach 3667 Cal. pro 
1 g sein. 

Fiir die Thymonucleinsiure ergibt die Aufrechnung der 
Brennwerte der einzelnen Spaltstiicke folgendes: 


4 Molekiile Glucose = 4 x 675 = 2700,0 





1 Molekiil Guanin = = 587,8 
1 r Adenin = = 685,7 
1 an Cytosin = = 477,8 
] - Thymin = = 563,0 

4983,8 


Hier steht also der experimentell gefundene Wert von 
4970 mit dem theoretisch verlangten von 4984 in guter Uber- 
einstimmung. Auch von Kiilz ist bei der Verbrennung fast 
der gleiche Wert erhalten (4980). Dieses Resultat ist dem- 
nach nun auch umgekehrt ein Beweis dafiir, daB das der Thymo- 
nucleinsiure zugrunde liegende Kohlenhydrat der Glucose wenn 
nicht identisch ist, so doch recht nahe steht. 


1) Chem. Ber. Bd. 43, 8. 3150 (1910), 
2) Diese Zs. Bd. 69, 8S. 240 (1910). 
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t Bei der Hefenucleinsiure liegen die Verhiltnisse nicht 
ganz so durchsichtig. Die Aufrechnung der Spaltstiicke nach 
der Leveneschen Formel ergibt einen theoretischen Brenn- 


\- wert von 4370Cal. pro Milligrammolekiil, nach der Formel 
n yon Kowalewski einen solchen von 3400 Cal. und nach der | 
r zuletzt diskutierten Formel wiirde sich ein verlangter Brenn- | 
n wert von 4438 Cal. ergeben. | 
n Levenesche Formel: C,,H,,0.)N,;P4. 

1 Molekiil Guanin = 587,8 
@, 1 ‘i Adenin = 655,7 
le 1 pa Cytosin = 4778 
‘ 1 ss Uracil = 409,4 
4 4 Molekiile Ribose = 4 x 560,0 = 2240,0 
‘0 4310,2 
2) , 
/ Kowalewskische Formel: C,,H,,0.,N,5P3. 
- © 1 Molekiil Guanin = 587,8 | 
1- 1 m Adenin == 655,7 
n 1 “ Cytosin = 477,8 
it 3 Molekiile Ribose = 3 x 560,0 = 1680,0 _ 
is 3400,8 

Die zuletzt diskutierte Formel: C,.H;,0.,Ni¢P,. 

™ 1 Molekiil Guanin | == 587,8 
1 " Adenin = 655,7 

2 Molekiile Cytesin = 2 x 477,3 = 954,6 

4 ” Ribose = 4 x 560,0 = 2240,0 ' 

4438,1 


Bezieht man die experimentell fiir 1 g Trockensubstanz ge- 
fundenen Brennwerte auf Milligrammolekiil unter Zugrundelegung | 
der entsprechenden Formeln, so erhilt man folgende Ubersicht: | 





s Brennwert | Durch Aufrech- 
r- pro nung der Brenn- . 
me werte der Spalt- | Differenz 
st Milligramm- | stiicke verlangter 
- molekiil Wert 
: een . ra | 
O- 


q Levenesche Formel: 4470 4370 100 
n CysH so Oo5NisPr | * " 


Kowalewskische Formel: 8878 3401 472 | 
vv ve . T te 
C9 Hy ,O.gNi5P 5 | 











Formel C,,H;,0.,Ni,P 4767 4438 +- 329 
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Nach diesen Resultaten ware der Leveneschen Forme! 
fiir die Hefenucleinsiiure der Vorzug zu geben, wenigstens 
soweit es sich um das im Handel befindliche Produkt handelt. 
Es bleiben die eingangs erwiihnten Bedenken bestehen, ob 
das Uracil wirklich ein primirer Bestandteil der Hefenuclein- 
siure ist. Da auch Jones bei seiner zuletzt veréffentlichten 
Aufteilung der Hefenucleinsiiure gar kein Uracilpentosid ge- 
funden hat, so bliebe noch die Méglichkeit offen, daB die ver- 
schiedenen Untersucher nicht immer die gleiche Substanz in 
Hianden gehabt haben. 

Der fiir die Thymonucleinsiiure gefundene Brennwert von 
4970, der fast dem von Kiilz gefundenen von 4980 entspricht 
und der sehr gut zu dem paft, der sich durch Aufrechnung 
der Brennwerte der Spaltstiicke ergibt (4984), kann nun _ be- 
nutzt werden, um in ihnlicher Weise, wie es Steudel?) ana- 
lytisch-chemisch getan hat, die Zusammensetzung der mit 
Wasser, Alkohol und Ather erschépften Képfe von Fischsper- 
mien calorimetrisch weiter zu verfolgen. 


Zu dem Ende wurde zuniichst ein Praparat von Sperma- 
képfen des Herings analysiert. Hier wurden folgende Zahlen 
erhalten: 

Analyse. 
0,2030 sittigen 29,85 ecm n/10-Siure = 20,58 °/) N (Kjeldahl). 
0,1492 " 21,90 ecm - = 20,57, N ( ‘ ). 


Verbrennung., 
1,2130 TemperaturerhGhung 1,583° = 4430 Cal. pro 1 g Substanz. 
0,9813 . 1278°= 4421 ,, 4 1g r 
Weiter wurde ein Priparat von kiinstlichem nucleinsauren 
Clupein analysiert. Es war das gleiche Priparat, an dem 
Steudel frither seine Analysen ausgefithrt hat. 


Analyse. 
0,1544 siittigen 19,8 cem n/10-Siure = 17,97°/, N (Kjeldahl). 
0.1553 , 2W1eem  ,, = 18189 N( , >} 





1) Diese Zs. Bd. 72, S. 805 (1911); Bd. 73, 8.471 (1911); Bd. 83, 
S. 72 (1913). 
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Verbrennung. 


0,0854, Temperaturerhéhung 0,618° = 3910 Cal. pro 1 g Substanz. 
0,0720, 7 0,520° = 3903 Cal. ,, 1g ,, 


Dieses Priparat enthalt im Mittel 18,05°/, N; will man 
es also mit dem natiirlichen Produkt vergleichen, so muB man 
die Werte auf den gleichen Stickstoffgehalt berechnen. Man 
erhalt dann auch fiir das kiinstliche nucleinsaure Clupein einen 
Brennwert von 4400 Cal. fiir 1g Substanz. Die beiden Werte 
fiir das natiirliche und das kiinstliche Produkt stimmen also 
sehr gut miteinander iiberein. Hiermit ist nun endgiiltig be- 
wiesen, daf der mit Wasser, Alkohol und Ather erschépfte reife 
Spermatozoenkopf des Herings aus nichts anderem, als aus 
einem neutralen Salze des Clupeins mit der Thymonuclein- 
siure besteht. Die Aufrechnung des Brennwertes dieser beiden 
Substanzen aus ihren Komponenten ergibt folgendes: 


Da sich die Spermaképfe aus 73,46 °/, Nucleinsiiure und 
26,54°/, Clupein zusammensetzen, so miiBte auf den Brenn- 
wert der Nucleinsiiure unter Zugrundelegung des in dieser 
Arbeit gefundenen Brennwertes von 3584 Cal. fiir 1 g Substanz 
ein Anteil von 2633 Cal. sich ergeben, der in den Sperma- 
képfen auf die Nucleinsiure trifft. Es bleiben fiir 26,54 °/, 
Clupein 1792 Cal. Nun wurde aber der Brennwert des Clupein- 
sulfates direkt bestimmt und hier wurden folgende Werte er- 
halten: 

Analyse. 


Das Priiparat war schon friiher zu Versuchen gebraucht worden 
und enthielt 21,00°/, N. 


Verbrennung, 


1,3584 TemperaturerhShung 1,596° = 3991 Cal. pro 1g Substanz. 
2,0600 ” 2,413° = 3976 Cal. ww ke - 


Da das untersuchte Clupeinsulfat ferner 21,00 H,SO, und 
veiter 8,32 °/, H,O enthielt, so berechnet sich aus den experi- 
inentell gefundenen Werten fiir 1 g trocknes Clupein ein Brenn- 
wert von 5637 Cal. NRechnerisch wiirde sich hieraus bei den 
Spermaképfen und dem nucleinsauren Clupein fiir den Clupein- 
anteil als Brennwert desselben 26,54 x 5637 = 1496 Cal. er- 
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geben, so daB die Aufrechnung des Brennwertes der Bestand- 
teile einen Wert von 4129 Cal. gegeniiber dem experimentell 
gefundenen 4425 liefern wiirde. 

Der Unterschied ist aber nur scheinbar so groB, weil bei 
dieser SchluBrechnung sich samtliche kleinen Analysenfehler 
summieren. Es bleibt deswegen doch das Resultat unange- 
fochten bestehen, daB der extrahierte Spermakopf ein neutrales 
Salz des Clupeins und der Nucleinsiure ist und daB8 in ihm 
keine andere Substanz mehr enthalten ist. 








Fir die haufiger zitierten Zeitschriften werden folgende 
Abktirzungen empfohlen: 


Liebig, Ann. der Chem. == (Liebigs) Annalen der Chemie, : 

Pfliigers Arch. == Archiv fir die gesamte Physiologie. 

Arch. (Anat. u.) Physiol. © = Archiv fiir Physiologie ( v fiir Ana- 
tomie und Physiologie, Physiologische 


Abteilung). 
_ Arch. fiir exper. Pathol. . =Archiv fiir experimentelle Pathologie und 
Pharmakologie. 
Chem. Ber. == Berichte der Deutschen Chemischen Ge- 
} sellschaft. ; 
Biochem. Zbl. == Zentralblatt fiir Biochemie und Bio- 
physik. 
Biochem. Jl. =='The Biochemical Journal. 
Biochem. Zs. == Biochemische Zeitschrift. 
Bull. Soc. chim, France. == Bulletin de la Société chimique de France. 
Chem. Zbl. == Chemisches Zentralblatt. 
C. BR. ==Comptes rendus de 1l’Académie des 
Sciences. 
Jl. of Biol. Chem. === The journal of biological chemistry. 
J. of Physiol. == The journal of Physiology. 
Jl. fiir prakt. Chem. == Journal fiir praktische Chemie. 
Landw. Versuchsstation. == Landwirtschaftliche Versuchsstationen. 
Mon.-H. fiir Chemie. == Monatsheft fiir Chemie. 

Zs. physikal. Chem. == Zeitschrift fiir physikalische Chemie. 
Quarterly Jl. Experim. Physiol. = So say Journal of experimental phy- 
siology. 

Skand. Arch. Physiol. == Skandinavisches Archiv fiir Physiologie. 
Zs. Biol. == Zeitschrift fiir Biologie. 
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